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RESUMO
Em resposta ao contato com microrganismos ou situações inflamatórias,
as células fagocitárias dos metazoários mobilizam centenas de
moléculas: citocinas, quimiocinas, moléculas de adesão e muitas outras.
Entre elas, o ácido itacônico. Este composto é produto enzimático da
cis-aconitato descarboxilase e exerce atividade antimicrobiana sobre
bactérias patogênicas intracelulares nos vertebrados. As proteínas
homólogas à cis-aconitato descarboxilase estão espalhadas por toda a
árvore da vida, entretanto, muitas espécies a perderam. Ao
investigarmos as causas das múltiplas deleções, identificamos uma forte
correlação entre as perdas gênicas e a ausência de uma via de
degradação do ácido itacônico. Sugerimos, portanto, que uma possível
causa das perdas gênicas que moldaram a distribuição desse gene nas
espécies foi a pressão seletiva negativa sobre os indivíduos sem meios
de detoxificação.
Palavras-chave: Immune responsive gene 1. Ácido itacônico.
Itaconato. Citramalil-coenzima A liase. Seleção natural.
ABSTRACT
Facing microrganisms or inflammatory conditions, metazoan phagocytic
cells mobilize hundreds of mollecules: cytokines, chemokines, adhesion
mollecules and many others. Among them is the itaconic acid. This
compound is the product of the cis-aconitate decarboxylase enzyme and
acts as an antimicrobial metabolite, killing intracellular pathogenic
bacteria. Protein homologues of cis-aconitate decarboxylase are widely
spread along the tree of life, however, many species have undergone
gene losses. We investigated the causes underlying cis-aconitate gene
losses and we found out a strong correlation between these events and
the lack of an itaconic acid degradation pathway. Thus, we suggest that
a plausible cause for the gene losses observed, which shaped cis-
aconitate decarboxylase distribuition among species, is a negative
selective pressure on individuals lacking detoxifying means.
Keywords: Immune responsive gene 1. Itaconic acid. Itaconate.
Citramalyl-coenzyme A lyase. Natural selection.
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1 INTRODUÇÃO
1.1 BIOLOGIA EVOLUTIVA
1.1.1 A origem da vida
A vida na Terra surgiu há cerca de quatro bilhões de anos. Nesse
momento, a superfície do planeta estava tomada por um vasto oceano e
a atmosfera tropical era aquecida por radiação intensa (ARNDT;
NISBET, 2012).
Os sistemas precursores dos seres vivos foram redes metabólicas
baseadas em enxofre ou ácidos ribonucleicos (RNAs, ribonucleic acids)
autorreplicantes que provavelmente emergiram em fontes hidrotermais,
escapes vulcânicos da crosta oceânica (ARNDT; NISBET, 2012;
ORGEL, 2004; RUSSEL; DANIEL; HALL, 1993). Fontes como essas
continuam abundantes no leito oceânico e a partir delas, vários
compostos orgânicos simples são transferidos à hidrosfera (MARTIN et
al., 2008).
Em uma era pré-membranar, as protobiomoléculas formadoras
dos seres vivos se difundiriam livremente pelo oceano e não
coexistiriam em concentrações suficientes para que interagissem se não
houvesse um mecanismo de contenção (RUSSEL; HALL, 1997).
Acredita-se que os poros inorgânicos das fontes hidrotermais
submarinas, com dimensões celulares, tenham sido os primeiros
compartimentos a circundar as redes moleculares nascentes (BAASKE
et al., 2007; RUSSEL et al., 1994; RUSSEL; HALL, 1997). As
cooperativas autorreplicantes que comporiam as primeiras células se
perpetuaram nesses poros, os quais mantinham a condição redutora e a
ciclagem de temperaturas favoráveis às interações moleculares
(BROWN; GODDARD, 2003).
Os eventos independentes de substituição dos envoltórios
minerais por membranas lipídicas nos ancestrais bacterianos e
arqueanos, assim como a consolidação de interações bioquímicas mais
sofisticadas, concluiu a libertação e surgimento das protocélulas
(LOMBARD; LÓPEZ-GARCÍA; MOREIRA, 2012).
1.1.2 Seleção natural
A estabilidade e a replicabilidade, equivalentes à sobrevivência e
reprodução nos seres vivos, foram os primeiros fenótipos das estruturas
pré-bióticas a passarem por um filtro seletivo (DE DUVE, 2005). O
processo adaptivo de entidades em transformação, tal como a sopa de
moléculas pré-bióticas, ocorre por meio de eventos de seleção sobre a
variação no fenótipo dos indivíduos em interação com o ambiente. A
construção fenotípica inicia com a história de vida da matriz, tudo o que
se desenrola durante o desenvolvimento contribui para a variação
fenotípica manifestada e durante todo o tempo de existência o indivíduo
está suscetível à mudanças e às pressões seletivas sobre as variações
produzidas. As moléculas pré-bióticas que sob as condições ambientais
da Terra hadeana permaneceram relativamente estáveis enquanto
entidades sobreviveram.
As populações biológicas passam por um processo relativamente
contínuo de transformação, em que o surgimento de variações (próximo
tópico, 1.1.4), se não-deletérias, é seguido por eventuais afunilamentos
populacionais, promovidos por catástrofes naturais, fluxos migratórios,
epidemias e outros fenômenos perturbadores da arquitetura
populacional, que culminam na limitação da diversidade fenotípica
(DARWIN, 1869; LANDE, 1988; ZUCKERKANDL; PAULING,
1965). O efeito fundador que se segue, ao longo dos anos seguintes ao
gargalo populacional, se caracteriza pela hibridização entre os
sobreviventes, os quais compreendem diversidade reduzida em relação à
população da geração anterior, e assim concluem a disseminação das
características fenotípicas dos indivíduos sobreviventes de forma
equivalente na população (LANDE, 1988; VORZIMMER, 1963).
1.1.3 Hereditariedade
Sem nenhuma exceção conhecida, todas as células que
conhecemos atualmente armazenam informações desenvolvimentais em
forma de moléculas de ácido desóxirribonucleico (DNA,
deoxiribonucleic acid), fitas bioquímicas entrelaçadas em hélice, não
ramificadas e em geral compostas por quatro monômeros: adenina,
citosina, timina e guanina, ACTG (ALBERTS et al., 2010, p.2). Além
do código genético, os sistemas de transcrição e tradução, a quiralidade
dos açúcares e aminoácidos1 e as membranas lipídicas (apesar de suas
naturezas moleculares distintas) são características compartilhadas por
todos os seres vivos, o que nos motiva a afirmar que os indivíduos que
compunham a população ancestral da vida na Terra usufruíam dessas
mesmas características (KOONIN; MARTIN, 2005; LOMBARD;
LÓPEZ-GARCÍA; MOREIRA, 2012).
O DNA, acima dos demais componentes do fenótipo, recebe
interesse especial devido à sua propriedade intrínseca de transmissão de
informação ao longo de gerações de reprodução. O DNA porta diretrizes
sobre a arquitetura proteica da célula e sua regulação, a partir das quais,
somadas às condições pré-estabelecidas do microambiente de
nascimento e aos estímulos percebidos durante o desenvolvimento, o
fenótipo da espécie é reconstruído em cada indivíduo (DISCHER;
MOONEY, ZANDSTRA, 2009; KUMAR; PLACONE; ENGLER,
2017).
O genótipo da espécie é a consequência secundária do sucesso
reprodutivo do conjunto de fenótipos produzidos nos diferentes estágios
de vida dos organismos e em diferentes condições ambientais e, devido
à sua propriedade hereditária, confere memória de longo prazo à
experiência evolutiva (WEST-EBERHARD, 2003, p. 16). Por meio da
análise de sua mudança ao longo das gerações, os cientistas aprendem
sobre a resposta das espécies à dinâmica espaço-temporal a que foram
submetidas no passado.
1.1.4 Origem da variação
A construção do fenótipo não pode ser atribuída individualmente
ao DNA, afinal ele age de forma intrincada junto aos ambientes intra- e
extracelular (FELIX, 2016). A comunicação entre o arcabouço gênico e
o ambiente durante o desenvolvimento é a força-motriz que produz
variações entre os indivíduos.
Há três principais fontes de variações que podem ser identificadas
nesse processo. A primeira é a clássica variação genética decorrente de
1 Utilização exclusiva de apenas um dos estereoisômeros de açúcares e
aminoácidos para funções bioquímicas fundamentais: L-aminoácidos e D-
açúcares (HARRIS et al., 2003; KOONIN, 2000).
mutações: deleções, substituições, inserções, recombinações e outros
processos moleculares. Apesar de (geralmente e relativamente)
randômicas, mutações não produzem variações fenotípicas igualmente
randômicas (SEGOVIA; TAM; STIRLING, 2015). Alterações
específicas ocorrem nas propriedades físicas dos indivíduos conforme o
direcionamento da nova instrução gênica. Essa anisotropia é
consequência direta do envolvimento do processo desenvolvimental na
construção do fenótipo, referido algumas vezes como “viés
desenvolvimental” (FELIX, 2016; LALAND et al., 2015).
A segunda principal fonte de variação é decorrente de variações
microambientais estocásticas. “Ruído” é intrínseco aos processos
moleculares e em alguns casos determinante do fenótipo, no caso de
trajetórias desenvolvimentais sensíveis. Por exemplo, em
Caenorhabditis elegans, o destino da diferenciação de células gonadais
é definido por ondas de feedback positivo sobre a transcrição gênica,
que amplificam as condições estocásticas iniciais (WILKINSON;
FITZGERALD; GREENWALD, 1994).
A terceira e última principal fonte de variação nos organismos é
fruto de variações parentais que se manifestam na geração seguinte. Por
exemplo, na planta Arabidopsis thaliana, a temperatura a que a planta
mãe é submetida durante o período reprodutivo influencia diretamente a
condição de dormência das plantas filhas devido à deposição diferencial
de tecido silicoso e tanino sobre as sementes (CHEN et al., 2014).
Fenômenos biológicos desse tipo também são referenciados como
“plasticidade tardia”, por afetarem apenas a geração seguinte.
Todos os mecanismos causais atuantes sobre a reconstrução do
fenótipo na prole devem ser considerados sob a perspectiva evolutiva e
os mencionados não são os únicos. Existem outras formas de herança
“não-clássicas” que podem ser consideradas aqui, como a transmissão
de cultura entre indivíduos, que certamente contribui para a bagagem
hereditária da espécie ou grupo e promove a disseminação de inovações
(LALAND et al., 2015). Falta-nos entender a fisiologia da
hereditariedade de outros processos já bem estabelecidos na ciência,
como a epigenética e a plasticidade fenotípica, que, mesmo que
obscuras, conduzem a geração de fenótipos diferenciados (FELIX,
2016).
1.1.5 Genética evolutiva
A partir da união das noções de hereditariedade e evolução das
espécies, nasce o campo da genética evolutiva. Juntas, as redes de
interação molecular e as variações ambientais constroem os fenótipos
dos indivíduos por intermédio do desenvolvimento (FELIX, 2016).
Dessa forma, há, portanto, vias moleculares, nucleicas e proteicas,
correspondentes à expressão e/ou regulação das funções ou módulos
fenotípicos manifestados nas espécies.
A detecção de similaridade entre sequências de diferentes
espécies permite a inferência de relacionamentos evolutivos, assim
como a extrapolação de funções fenotípicas (FANG et al., 2010;
KOONIN, 2015). O relacionamento entre as sequências geralmente é
examinado ao ordená-las por métodos comparativos de distância, os
quais resultam em um diagrama em forma de árvore (YANG;
RANNALA, 2012 para uma revisão sobre o tema). Árvores
filogenéticas providenciam um método comparativo poderoso para
identificar em princípio qualquer processo evolutivo, sendo os mais
recorrentes especiação, duplicação, fissão/fusão, deleção e transferência
horizontal. A partir da inferência de uma árvore, as causas e
consequências dos eventos evolutivos detectados podem ser abordadas
(FANG et al., 2010).
A arquitetura gênica e a ecologia das populações se
complementam ao interferir na sobrevivência das espécies, logo, as
conclusões tiradas a partir de análises genômicas são em seguida
sobrepostas aos dados referentes à história de vida dos respectivos
organismos, o que permite, finalmente, a construção de um panorama
evolutivo do ácido nucleico/proteína, espécie ou fenótipo alvo
(KELLER; WALLER, 2002; SACCHERI; HANSKI, 2006).
1.2 SISTEMAS IMUNOLÓGICOS INATOS
1.2.1 Origem evolutiva dos sistemas imunológicos
Os seres vivos pioneiros eram procariotos unicelulares quimio-
ou fotolitotróficos que viviam como células livres e cujas atividades se
restringiam à absorção e conversão de formas variadas de carbono a
elementos fisiológicos, estruturais e energéticos e, possivelmente,
alguma competição por recursos locais (BENGTSON, 2002). A
emergência de infecções por entidades virais, independentemente de
quando tenham surgido – simultânea ou tardiamente às células – , forçou
essas populações ao desenvolvimento de estratégias adaptativas de
contenção (HOLMES, 2011).
Estratégias imunológicas têm como um de seus resultados a
destruição dos agentes infectantes. O desenvolvimento de mecanismos
de destruição nas espécies exigiu que previamente houvessem formas de
discriminação entre os componentes próprios e os não-próprios
(ambiente, alimento, predadores e invasores), afinal, a eliminação de
elementos próprios tende a ser letal ou debilitante para o indivíduo
(COHN, 2010). A delimitação da consciência estrutural dos indivíduos
unicelulares constituiu a base não apenas para o desenvolvimento de
estratégias imunológicas e de nutrição, mas igualmente previne o
canibalismo intraespecífico, assim como permite o reconhecimento de
compatibilidade entre seres sexuados, que se desenvolveriam no futuro
(DZIK, 2010; WADDELL; DUFFY, 1986). Sendo assim, a distinção
entre elementos próprios e não-próprios é determinante para eventos de
especiação.
De forma geral, a resposta a agentes externos depende de
sensores químicos e da transferência da informação obtida através deles
a efetores de atuação altamente específica, em conformidade com a
natureza do estímulo inicial (DZIK, 2010). O agente infectante interage
com receptores, solúveis ou ligados às membranas lipídicas e paredes
celulares, os quais são capazes de reconhecer padrões moleculares
relativamente invariáveis (JANEWAY, 1989; MEDZHITOV;
JANEWAY, 2000). Essa interação resulta na mobilização de
mecanismos imunobiológicos efetores que, eventualmente eliminam os
agentes patogênicos do hospedeiro.
Nas bactérias e árqueas, após o estabelecimento de um
mecanismo de reconhecimento pessoal, enzimas de restrição e outros
mecanismos de controle de infecções virais foram desenvolvidos, por
exemplo, o sistema CRISPR (abreviação para Clustered Regularly
Interspaced Short Palindromic Repeats), cujo locus está presente em 45
% das bactérias e 84 % das árqueas (BARRANGOU et al., 2007;
GRISSA; VERGNAUD; POURCEL, 2007; JANSEN et al., 2002). Este
mecanismo se baseia na leitura e clivagem de repetições palindrômicas
dos genomas dos vírus infectantes e resulta na inativação viral, seguida
de estabelecimento de uma memória imunológica gênica, o que põe em
cheque a ideia de imunidade adaptativa exclusiva de vertebrados
(BARRANGOU et al., 2007; JANSEN et al., 2002).
Da mesma maneira, as primeiras células eucarióticas e seus
ancestrais desenvolveram uma série de estratégias de manutenção de sua
integridade celular e sobrevivência. Uma delas, determinante para o
meio de vida da grande maioria dos seres eucariotos derivados é a
fagocitose (METCHNIKOFF, 1905).
De forma simplificada, a fagocitose é a habilidade de capturar
elementos do meio via receptores celulares. Protistas ameboides
fagocitam como forma de alimentação e de defesa por meio de um
mecanismo semelhante ao dos bem estudados macrófagos de
mamíferos: reconhecem agentes externos via receptores de superfície
celular e os desmontam com radicais livres de oxigênio (ALLEN;
DAWIDOWICZ, 1990; DAVIES; CHATTINGS; EDWARDS, 1991).
Coanoflagelados, por sua vez, que são protistas unicelulares coloniais
que constituem o grupo-irmão dos metazoários, possuem uma série de
proteínas envolvidas na adesão e sinalização celular típicas do processo
fagocítico de metazoários, como lectinas, caderinas e tirosina quinases o
que é um indício de que as bases de vias imunobiológicas fundamentais
estavam fundadas antes da consolidação do grupo Metazoa (KING;
HITTINGER; CARROLL, 2003).
Fica evidente aqui a artificialidade das divisões conceituais
biológicas. O “sistema imunológico” não têm fronteiras bem delimitadas
no indivíduo. Seus mecanismos surgiram como redes de interação que
desempenham funções tão diversas quanto reconhecimento pessoal,
nutrição, locomoção e proliferação. Os conceitos surgem apenas após o
desenvolvimento da linguagem humana, ineficiente ao descrever
fielmente processos biológicos complexos.
Todos os animais possuem células livres com características
fagocíticas (HARTENSTEIN, 2006). Em animais acelomados e que,
portanto, não possuem um sistema suporte de transporte fluídico, como
os integrantes dos filos Cycliophora, Entoprocta, Gastrotricha,
Gnathostomulida e Platyhelminthes, essas células recebem as
denominações “células intersticiais” ou “amebócitos”, enquanto em
animais celomados recebem geralmente o nome de “hemócitos”, embora
sejam evolutivamente equivalentes (HARTENSTEIN, 2006; BRUSCA;
BRUSCA, 2003). Nos invertebrados, de forma geral, as células
fagocíticas participam de processos desenvolvimentais e metabólicos,
além de executarem as funções básicas de nutrição e eliminação de
agentes infecciosos (DZIK, 2010; METCHNIKOFF, 1905). Nos
vertebrados, as células fagocitárias incorporam recursos nutritivos,
reciclam moléculas durante a embriogênese, mantém a homeostase dos
tecidos no adulto, eliminam agentes infecciosos e, após surgimento dos
complexos principais de histocompatibilidade (MHCs, major
histocompatibility complex), a habilidade fagocítica foi integrada à
imunidade adaptativa dos vertebrados (DESJARDINS; HOUDE;
GAGNON, 2005).
1.2.2 Receptores de reconhecimento de padrão molecular
As células fagocitárias são células mediadoras do sistema
imunológico inato que reconhecem moléculas do hospedeiro e
moléculas exógenas via receptores de reconhecimento de padrão (PRRs,
pattern-recognition receptors) e que, a partir dessa interação, induzem a
expressão de citocinas e outras moléculas que ativam mecanismos de
defesa antimicrobiana (JANEWAY, 1989).
Os PRRs são estruturas especializadas que reconhecem elementos
ausentes no hospedeiro e amplamente distribuídas nos microrganismos,
as quais são supostamente essenciais para a sobrevivência microbiana, o
que faz dos PRRs uma estratégia adaptativa de alta eficiência, pois
elementos biológicos essenciais têm baixa tolerância à alteração
estrutural (MEDZHITOV, JANEWAY, 2000). Os PRRs são proteínas
heterogêneas quanto à sua sublocalização celular, estrutura e ligante,
assim como o são os mecanismos efetores acionados por eles e as vias
de sinalização relacionadas (BRUBAKER et al., 2015 para uma revisão
sobre PRRs).
A família de PRRs mais proeminente é a família de receptores
semelhantes ao Toll (TLRs, Toll-like receptors), presentes em todos os
animais, exceto planárias (Platyhelminthes) e anelídeos (Annelida)
(KANZOK et al., 2004). Os TLRs são glicoproteínas que reconhecem
padrões moleculares como ácidos nucleicos e lipídeos de bactérias,
fungos, protozoários e vírus (HASHIMOTO et al., 1988; LEMAITRE et
al., 1996). São exclusivamente transmembranares, de superfície celular
ou endossomais, e são expressos não apenas por células fagocitárias mas
também por células epiteliais e fibroblastos nos mamíferos (CARIO et
al., 2000).
Além dos TLRs, outras famílias de PRRs constituem a frente de
ativação da resposta imunológica, como os receptores semelhantes à
lectina tipo C (CLRs, C-type lectin receptors), os receptores
semelhantes ao domínio de oligomerização ligante de nucleotídeo
(NLRs, nucleotide-binding oligomerization domain (NOD)-like
receptors), os receptores semelhantes à proteína induzida por ácido
retinoico I (RLRs, retinoic-acid-inducible gene I (RIG-I)-like receptors)
e os receptores Scavenger, para mencionar alguns (MANSUR; SMITH;
FERGUSON, 2014; YUEN; BAYES; DEGNAN, 2013). Todos esses
possuem correspondentes desde as esponjas, exceto os RLRs, que
aparentemente surgiram logo antes do surgimento dos primeiros
vertebrados, embora alguns grupos tenham sofrido perdas gênicas
particulares, como é o caso dos nematódeos e artrópodes
(BUCHMANN, 2014; FREEMAN et al., 1990; MUKHERJEE;
KORITHOSKI; KOLACZKOWSKI, 2014; YUEN; BAYES;
DEGNAN, 2013).
Os filos animais são separados por milhões de anos de evolução,
logo, suas estratégias imunológicas variam conforme a história evolutiva
particular de cada grupo. Sendo assim, cada filo carrega uma coleção de
idiossincrasias, por exemplo, o número de receptores em cada família2,
as moléculas intermediárias das vias de sinalização relacionadas a cada
receptor, o tipo de resposta efetora et cetera.
1.2.3 Sinalização celular e sistemas efetores imunobiológicos
Processos celulares são finamente coordenados por redes de
reações moleculares. A orquestração das respostas imunológicas é
realizada por centenas de fatores de regulação, citocinas e outras
2 O Strongylocentrotus purpuratus, o ouriço-do-mar, representante do filo
Echinodermata, tem 222 genes de TLRs e o Branchiostoma floridae, o anfioxus,
tem 71 cópias, enquanto os humanos temos 12 TLRs identificados (HUANG et
al., 2008; RAST et al., 2006).
moléculas mediadoras, muitas das quais atuam via receptores celulares
autólogos e parálogos que, por sua vez, acionam vias de sinalização
apropriadas à resposta imunológica.
Os componentes fundamentais das redes de sinalização
imunológicas que observamos nas espécies atuais consistem em
domínios proteicos gerados precoce- e individualmente ao longo da
evolução da vida. Esses módulos coalesceram nos Bilateria – antes da
divergência entre Protostomia e Deuterostomia há cerca de 700 milhões
de anos – a ponto de formar uma rede de sinalização funcional
arquetípica a qual foi expandida e diversificada durante a evolução das
linhagens animais (LIONGUE; SERTORI; WARD, 2016).
Geralmente se assume que nos vertebrados a rede de sinalização
fundamental herdada do ancestral animal comum foi submetida a um
aumento incrível de complexidade, embora se desconsidere que a
maioria esmagadora da informação que temos sobre os sistemas
imunobiológicos provenha dos estudos de, sobretudo, duas espécies de
vertebrados, Homo sapiens e Mus musculus, enquanto continuamos
ignorantes em relação à totalidade de estratégias adaptativas das demais
espécies (DZIK, 2010). Todavia, eventos de duplicação genômica global
nos vertebrados ocorreram pelo menos duas vezes (MEYER;
SCHARTL, 1999). Algumas cópias, oriundas das expansões, foram
mantidas nas espécies atuais e integram o sistema imunológico, por
exemplo, os TLRs, as moléculas transdutoras de sinal e ativadoras de
transcrição (STATs, signal transduction and activators of
transcription), os Interferons (IFN) e seus receptores (LIONGUE;
SERTORI; WARD, 2016).
Nos invertebrados, respostas celulares e humorais se combinam
para conter infecções. Os mecanismos amplamente distribuídos nos filos
são fagocitose, formação de cápsulas de melanina sobre agentes
invasores, produção de peptídeos antimicrobianos (e.g. lisozimas,
amoebaporinas), espécies reativas de oxigênio (ROS) e nitrogênio e
coagulação da hemolinfa (LEIPPE et al., 1994; NAPPI; OTTAVIANI,
2000; SÖDERHÄLL; CERENIUS; JOHANSSON, 1994). A coagulação
é um processo resultante da degranulação de hemócitos, semelhante ao
que praticam neutrófilos nos vertebrados, que resulta na imobilização e
morte de microrganismos invasores da hemolinfa (BRINKMANN et al.,
2004; MUTA; IWANAGA, 1996). Apesar de tratarmos sobre a
imunidade de invertebrados de forma panorâmica, é importante ressaltar
que existem particularidades em cada grupo e que generalizações
certamente são equívocas.
O surgimento dos peixes mandibulados (Gnathostomata)
representa um marco na evolução dos sistemas imunobiológicos, pois
neles aparecem pela primeira vez na árvore da vida os MHCs, as células
B e T e o mecanismo de geração de diversidade somática dependente
dos genes de ativação de recombinação 1 e 2 (RAGs, recombination
activating gene) que geram os receptores das células B e T e os
anticorpos produzidos por essas (DAVIS et al., 1984; HOZUMI;
TONEGAWA, 1976; MURAMATSU et al., 2000; OETTINGER et al.,
1990; SCHLUTER et al., 1999). Um sistema semelhante a este, porém
não-homólogo, existe nos peixes não-mandibulados (Agnatha), o que
estabelece a existência de pelo menos três sistemas imunológicos
adaptativos distintos nos seres vivos (PANCER et al., 2004).
Nos vertebrados, a percepção primária de padrões microbianos
aciona redes de sinalização que incluem fatores de regulação de IFN
(IRFs, Interferon regulatory factors) e vários fatores de transcrição [e.g.
fator nuclear κ B (NF-κB, nuclear factor κ B), proteína ativadora 1 (AP-
1 , activator protein 1)] que direcionam o perfil de expressão
transcricional celular para uma resposta imunobiológica apropriada ao
estímulo inicial, por meio da ativação da transcrição de citocinas pró-
inflamatórias e IFNs os quais são secretados para o ambiente
extracelular (MANSUR; SMITH; FERGUSON, 2014). A captação
dessas moléculas pela própria célula e por suas vizinhas via receptores
especializados aciona novas vias de sinalização que mobilizam
mecanismos de contenção microbiana, entre eles, o aumento da
expressão de moléculas de superfície (e.g. MHCs de classe I), a indução
de genes/proteínas pró-apoptóticas (e.g. caspases), modulação da
diferenciação celular e atividade citotóxica e muitos outros, os quais,
enfim, resolvem a situação inflamatória que os ativou no primeiro
momento (ORTALDO et al., 1983; GREINER et al., 1987).
1.2.4 A enzima cis-aconitato descarboxilase e seu produto, o ácido 
itacônico
Entre as centenas de moléculas mobilizadas pelas células
fagocitárias de vertebrados após o contato com sinais inflamatórios está
o Immune responsive gene 1 (IRG1), cuja expressão pode ser detectada
cerca de 30 min3 após o contato com agentes infecciosos bacterianos,
virais e parasíticos (BASLER et al., 2011; HALL et al., 2013; LI et al.,
2006; MICHELUTTI et al., 2013; PREUSSE et al., 2011; SMITH et al.,
2011; TALLAM et al., 2016).
Transcrito e traduzido o IRG1 é a enzima mitocondrial cis-
aconitato descarboxilase (CAD). A CAD catalisa a conversão do
metabólito cis-aconitato, derivado do ácido cítrico, em itaconato,
também chamado ácido itacônico (AI), o qual é transportado para o
citosol e, supostamente, externalizado, apesar de não se conhecer seu(s)
transportador(es) (Figura 1) (BENTLEY; THIESSEN, 1957a;
BENTLEY; THIESSEN, 1957b; DEGRANDI et al., 2009; MEISSNER
et al., 2013). Ao longo dos últimos anos, os cientistas se interessaram
em revelar o papel antimicrobiano e imunomodulatório envolvido nessa
atividade enzimática (CORDES et al., 2016; MICHELUTTI et al.,
2013).
O AI atua como inibidor da isocitrato liase, a enzima que aciona
o ciclo do glioxilato, uma via alternativa de obtenção energética
empregada durante condições de depleção nutricional, utilizada por
árqueas, bactérias, fungos, plantas e protistas (CORDES;
MICHELUTTI; HILLER, 2015; MCFADDEN; PUROHIT, 1977). O
ciclo do glioxilato é uma estratégia adaptiva determinante para a
sobrevivência de microrganismos patogênicos intracelulares que afetam
vertebrados, c o m o Legionella pneumonophilia, Mycobacterium
tuberculosis e Salmonella enterica, pois permite que essas bactérias
utilizem compostos como ácidos graxos e colesterol ao invés de glicose,
indisponível no ambiente intracelular (MICHELUTTI et al., 2013;
NAUJOKS et al., 2016).
3 A expressão do IRG1 é detectada cerca de 40 min após estimulação pró-infla-
matória de macrófagos humanos derivados de células progenitoras da medula
óssea e 20 min depois em macrófagos murinos (TALLAM et al., 2016).
Figura 1 – Contexto bioquímico do ácido itacônico (AI). O substrato
primário para a biossíntese do AI é a glicose. Ao ser obtida do meio extracelular
é convertida a piruvato via glicólise e este adentra o ciclo do ácido cítrico como
acetil coenzima A. O composto intermediário cis-aconitato, na presença da cis-
aconitato descarboxilase, é convertido em AI. As enzimas envolvidas nos
processos estão coloridas em verde e os metabólitos em preto. Os sinais em
laranja indicam os dois pontos de bloqueio metabólico executado pelo AI sobre
as enzimas fosfofrutoquinase 2 e succinato desidrogenase.
Fonte: modificada pela autora a partir de imagem publicada por KLEMENT;
BÜCHS, 2013.
Adicionalmente, em peixes, o IRG1 exerce atividade
antimicrobiana ao estimular a produção de ROS pelas mitocôndrias,
atividade regulada pela via de sinalização Janus quinase/STAT
(JAK/STAT, Janus kinase/STAT) e por glicocorticoides (HALL et al.,
2013). Em mamíferos, a expressão de IRG1 é parcialmente dependente
do fator de transcrição IRF1, embora ainda não se tenha maiores
detalhamentos sobre a via (TALLAM et al., 2016).
No hospedeiro, o AI produzido durante a infecção interrompe a
via glicolítica ao inibir a enzima fosfofrutoquinase 2, a qual realiza um
dos primeiros passos do ciclo ao converter frutose-6-fosfato em frutose-
2,6-bifosfato (SAKAI et al., 2004). A presença de frutose-2,6-bifosfato
ativa a enzima fosfofrutoquinase 1 que fosforila o substrato frutose-6-
fosfato em frutose-1,6-bifosfato. Em condições normais, esta daria
continuidade ao ciclo (Figura 1). O bloqueio exercido pelo AI,
semelhante ao efeito promovido sobre os microrganismos invasores,
impede a síntese de ácidos graxos a partir de glicose (SAKAI et al.,
2004).
O AI inibe ainda outra enzima-chave para o metabolismo do
hospedeiro, a succinato desidrogenase (BOOTH et al., 1952). Esta
enzima integra o ciclo do ácido cítrico ao converter succinato a
fumarato. Esta inibição provoca o acúmulo de succinato nas
mitocôndrias, fenótipo observado no contexto de respostas imunológicas
inatas, o qual, por sua vez, estimula o eixo pró-inflamatório dependente
da citocina IL-1β, além de estimular a produção de ROS (TANNAHILL
et al, 2013; LAMPROPOULOU et al., 2016). Como consequência, a
respiração mitocondrial se torna comprometida.
Antes de os cientistas se debruçarem sobre a investigação do
papel imunomodulatório e antimicrobiano do AI, outros já haviam se
interessado por sua capacidade de polimerização. A presença de um
grupo metileno na estrutura do AI lhe confere a possibilidade de
autopolimerização, característica que passou a ser explorada
industrialmente desde a metade do século passado como matéria-prima
substituta para produtos químicos derivados do petróleo (EL-IMAM;
DU, 2014; STEIGER et al., 2013). Entre as aplicações biotecnológicas
do AI estão: tratamento de água, confecção de tintas, desodorantes,
adesivos, resinas, plásticos, fibras de vidro e muitas outras.
O AI utilizado na indústria é extraído de fungos. Fungos do
gênero Aspergillus produzem até 80 g/l de AI e essa capacidade é
suficiente e excedente à demanda comercial. A síntese de AI foi
identificada pela primeira vez nesses fungos (KINOSHITA, 1931 apud
CALAM; OXFORD; RAISTRICK, 1939; KLEMENT; BÜCHS, 2013).
O interesse econômico motivou a pesquisa bioquímica a descrever as
reações enzimáticas envolvidas na biossíntese de AI na intenção de
manipulá-las a fim de incrementar sua taxa de produção (BONNARME
et al., 1995; YAHIRO et al., 1995). As reações enzimáticas envolvidas
na produção do AI em mamíferos revelaram-se serem as mesmas que as
fúngicas (STRELKO, 2013).
1.3 PERGUNTA
Haja vista à semelhança bioquímica da síntese de AI e à distância
evolutiva entre fungos e vertebrados de cerca de 1,3 bilhões de anos, nos
perguntamos como se distribuiria a CAD no restante da árvore da vida
(PARFREY et al., 2011).
Figura 2 – Árvore filogenética da família de proteínas MmgE/PrpD indica
lacunas na distribuição da CAD ao longo dos três domínios da vida.
Fonte: extraída da base de dados de domínios proteicos online Pfam
<https://goo.gl/vJwJ9t>.
Preliminarmente, recorremos à base de dados de domínios
proteicos online Pfam (FINN et al., 2016). A CAD pertence à família de
proteínas MmgE/PrpD, cujas integrantes, apesar de se estenderem por
toda a árvore da vida, surpreendentemente, estão ausentes em grupos
proeminentes, como o filo Arthropoda (Figura 2).
O que explica a distribuição observada?
Este trabalho é o estudo de caso de um gene, da proteína
transcrita por ele, do produto enzimático desta e dos fenótipos que
coletivamente constroem. Nós analisamos as informações disponíveis
sobre o IRG1, CAD e AI em bancos de dados públicos e na literatura
científica e, junto à análises bioinformáticas, investigamos os fatores
que influenciaram sua evolução ao longo da árvore da vida.
1.4 OBJETIVOS
1.4.1 Objetivo geral 
Investigar a trajetória evolutiva da CAD e sugerir causas para as
múltiplas perdas gênicas observadas ao longo da árvore da vida.
1.4.2 Objetivos específicos
a) Construir a árvore filogenética das espécies que possuem CAD
a partir de sequências proteicas disponíveis online;
b) Identificar, a partir da árvore construída, eventos evolutivos
pontuais ao longos dos ramos;
c) Buscar na literatura científica causas para os eventos
evolutivos observados.
2 METODOLOGIA
2.1 ÁRVORES FILOGENÉTICAS
2.1.1 Obtenção e preparação das sequências
Entre as várias plataformas de registro de sequências proteicas
disponíveis online, escolhemos a evolutionary genealogy of genes: Non-
supervised Orthologous Groups (eggNOG) (<http://eggnog.embl.de>)
como fonte das sequências que utilizamos em nossas análises. A
eggNOG processa genomas e proteomas provenientes de múltiplas bases
de dados públicas [(Ensembl, UniProt Knowledgebase, Reference
Sequence (RefSeq) e Joint Genome Institute (JGI) Genome Portal)] e os
disponibiliza em uma coleção organizada de grupos ortólogos de
proteínas e respectivas anotações funcionais (HUERTA-CEPAS et al.,
2016).
A busca pelo elemento “IRG1” na página da eggNOG retorna a
árvore de ortologia da família de proteínas MmgE/PrpD, disponível no
e n d e r e ç o <https://goo.gl/taFnnW>. No total, 919 sequências
provenientes de 538 espécies foram identificadas como ortólogas. Para a
lista completa dos códigos de acesso, informações taxonômicas e demais
informações sobre as 919 sequências, veja o Apêndice A. Todas as
sequências foram descarregadas no mês de agosto de 2018 e a partir
delas compomos nosso banco de dados para as análises filogenéticas
subsequentes.
A preparação dos dados foi realizada no shell4 do sistema
operacional Unix e a construção das árvores filogenéticas no software
estatístico R (<https://cran.r-project.org/>). As linhas de comando
determinantes para as análises filogenéticas estão registradas no
Apêndice B.
2.1.2 Alinhamento e geração de árvores
Todas as sequências obtidas da eggNOG foram alinhadas com o
programa Clustal Omega (SIEVERS et al., 2017). O Clustal Omega
compara sequências com base em uma avaliação de distâncias gênicas.
4 Interface do sistema operacional UNIX que interpreta linhas de comando.
De forma breve, seu funcionamento se dá da seguinte forma: as N
sequências de entrada são associadas por um processo de embedding (do
inglês, “incorporação”) a vetores em um espaço de n dimensões, em que
n é equivalente a log N. O embedding é feito de tal maneira que o
posicionamento dos vetores no espaço reflete, da melhor maneira
possível, as relações entre as sequências (BLACKSHIELDS et al., 2010).
Os vetores são então agrupados por meio dos métodos filogenéticos
tradicionais k-means (MACQUEEN, 1967) e Unweighted Pair-Group
Method Using Arithmetic Average (UPGMA) (SOKAL; MICHENER,
1958) em uma árvore-guia, cujas probabilidades são então calculadas
com base em modelos ocultos de Markov (SÖDING, 2005).
A confiabilidade da árvore estimada pelo Clustal Omega foi
quantificada com o pacote estatístico Pvclust (SUZUKI;
SHIMODAIRA, 2006), implementado no ambiente R. O Pvclust calcula
dois valores de probabilidade para cada agrupamento dos dados por
meio de bootstrapping (FELSENSTEIN, 1985): a probabilidade de
bootstrap ( B P , bootstrap probability) e a p r o b a b i l i d a d e
aproximadamente imparcial (AU, approximately unbiased). A partir
desses dois testes, um valor entre 0 e 1 é atribuído a cada agrupamento
hierárquico e este número é o valor de probabilidade que representa a
possibilidade de o agrupamento ser verdadeiro.
Por fim, as árvores filogenéticas foram editadas para apresentação
com o programa FigTree (versão 1.4.3) (<https://goo.gl/pJPhTn>).
Devido a uma limitação do programa FigTree, empregado na edição das
figuras, os ramos terminais das árvores não puderam ser destacados
individualmente. Na versão atual do software é possível destacar apenas
nós das árvores, que representam duas entidades taxonômicas ou mais.
Por esse motivo e para fins ilustrativos, algumas espécies destacadas na
árvores filogenéticas são meramente representativas de outras. As
eventualidades em que essa improvisação foi necessária estão
registradas em quadros indicados na legenda das respectivas figuras.
2.2 CLADOGRAMAS
Todos os cladogramas foram construídos no programa Mesquite
(<https://www.mesquiteproject.org>) a partir de compilação teórica de
filogenias extraídas da literatura científica (tópico 2.4) e não foram
baseados em alinhamento de sequências.
2.3 HEATMAP
O heatmap das proteínas CAD e citramalil coenzima A liase foi
construído na plataforma R com a função heatmap.2 do pacote Gplots
(<https://goo.gl/3kPygg>). As linhas de comando empregadas estão
registradas no Apêndice B. A figura final foi manualmente reunida.
Os demais resultados cujas metodologias não foram detalhadas
aqui foram obtidos com o auxílio de técnicas bioinformáticas básicas no
shell do sistema operacional UNIX e na plataforma R.
2.4 NOMENCLATURA TAXONÔMICA
Ante à divergência das classificações taxonômicas das bases de
dados e artigos científicos, principalmente, em relação aos grupos de
procariotos e eucariotos unicelulares, optamos utilizar determinados
sistemas de classificação para alguns grupos. As escolhas que fizemos
estão justificadas a seguir:
a) Bacteria, Archaea e Eukarya: com a crescente expansão do
inventório genômico publicado a megaclassificação dos organismos
procarióticos ganhou várias versões. Optamos por seguir uma
classificação tradicional, em que o domínio Eukarya é supostamente
derivado de Archaea, embora as evidências recentes sugiram que
Bacteria e Archaea tenham constituído os primeiros eucariotos,
tornando-o um domínio intermediário aos outros dois (WILLIAMS et
al., 2013). Os filos considerados para cada domínio são os sugeridos
pela List of Prokaryotic names with Standing in Nomenclature (LPSN)
(PARTE, 2014);
b) Eukarya: combinamos as classificações sugeridas por BURKI,
2014 e RUGGIERO et al., 2015, exceto em relação aos protozoários,
discutidos no próximo tópico;
c) Protozoa: por não haver necessidade de aprofundamento, a
classificação que assumimos para protozoários foi grosseira.
Basicamente, reunimos todos os eucariotos não-animais e não-fungos
sob o título Protozoa, ignorando a divisão de super grupos de Eukarya
que os classifica em: Stramenopila, Alveolata e Rhizaria (SAR),
Archaeplastida, Excavata, Amoebozoa, Opisthokonta e uma série de
pequenos grupos menos resolvidos, como Haptophyta e Cryptomonada
(BURKI, 2014; PARFREY et al., 2011). Os organismos abordados
genericamente neste trabalho como “protistas” pertencem a três desses
grandes grupos: SAR, Amoebozoa e Opisthokonta;
d) Chordata: tradicionalmente Chordata é considerado um filo,
fragmentado em três subfilos: Vertebrata, Urochordata (Tunicata) e
Cephalochordata. Com base em diferenças larvais fundamentais se
sugeriu classificar Ambulacraria e Chordata como superfilos, logo,
Echinodermata e Hemichordata se tornam filos de Ambulacraria e
Cephalochordata, Urochordata e Vertebrata filos de Chordata (SATOH,
ROKHSAR e NISHIKAWA, 2014). Assumimos esta classificação neste
trabalho;
e) Vertebrata: assumimos a classificação dos vertebrados
proposta por DUNN et al., 2014.
2.5 LIMITAÇÕES DA PESQUISA
A geobiota, rica, diversa e repleta de seres e interações
desconhecidas aos humanos, torna grandiosa a tarefa de investigar todos
os seus elementos e sistemas. Cerca de 1,8 milhão de espécies foram
identificadas até a data em que este manuscrito foi escrito. Dessas
espécies, pouco menos de 15 mil tiveram seus genomas sequenciados e
publicados (MUKHERJEE et al., 2016). A estimativa do número real de
espécies de eucariotos é de 8,7 milhões (MORA et al., 2011). Existem
previsões que variam entre 3 e 100 milhões de espécies, ou seja, de
qualquer forma, os cientistas estão estudando muito menos de 1 % das
espécies.
Além da limitação imposta pela informação registrada
publicamente, contamos com a supremacia de detalhamentos de
mamíferos e de algumas poucas espécies consideradas modelos de
estudo, como Drosophila spp., Caenorhadbitis elegans e Danio rerio.
Essas proporções não são triviais ao pensarmos estudos de genética
comparativa, pois, paradoxalmente, desconhecemos o que
desconhecemos. É uma surpresa não encontrar exceções e
particularidades biológicas ao investigar padrões fenotípicos ou
genômicos, mas não temos como considerá-los com vistas à
incompletude da informação biológica de que dispomos. Então, nesta
seção de resultados, apesar de nos referirmos globalmente à todas as
espécies do planeta, nossas conclusões são meras extrapolações.
O número de sequências que utilizamos nas análises moleculares
é apenas uma amostragem das sequências que existem nas populações
atuais. Além disso, os genomas dos indivíduos das espécies carregam
uma coleção de polimorfismos, mantendo a variação intrínseca das
espécies (FELIX, 2006). Além disso, o interesse monotônico nas
espécies Homo sapiens e Mus musculus deixam as bases de dados
relativamente pobres em recursos sobre as demais espécies. Enfim, as
análises moleculares, por mais completas que pareçam, ignoram uma
fatia importante de dados.
3 RESULTADOS E DISCUSSÃO
3.1 AS PROTEÍNAS DA FAMÍLIA MmgE/PrpD ESTÃO PRE-
SENTES NOS TRÊS DOMÍNIOS DA VIDA
Figura 3 – A família de proteínas MmgE/PrpD exibe ampla distribuição
nos três domínios da vida. Esta árvore filogenética foi inferida a partir do
alinhamento de 919 sequências da família de proteínas MmgE/PrpD
provenientes de 538 espécies, consideradas ortólogas pela base de dados
eggNOG. O alinhamento foi realizado com o alinhador Clustal Omega e
analisado estatisticamente com o pacote Pvclust. A ima- (continua na página 31)
Fonte: elaborada pela autora.
Quadro 1 – Substituições de espécies nas colorações da árvore filogenética da CAD nos três domínios da vida (Figura
3). “Espécies” são os indivíduos que de fato deveriam ser coloridos e “Representantes” são os que foram coloridos apesar de
não pertencer aos devidos táxons..
Fonte: elaborado pela autora.
Espécies Representantes
Espécie Código de acesso Grupo Espécie Código de acesso Grupo
1 FOXG_00484P0 Eukarya : Fungi
ANACOL_04085 Bacteria
CBFG_04389 Bacteria
2
NP4820A Archaea Sthe_1789 Bacteria
ZOD2009_21077 Archaea Acid345_2966 Bacteria
3 NechaP89405 Eukarya : Fungi
MED121_13270 Bacteria
PSPTO_3057 Bacteria
4 CADANIAP00008256 Eukarya : Fungi
Sare_1027 Bacteria
Strop_4385 Bacteria
5 Hlac_1088 Archaea
Hlac_1088 Archaea
Rta_00810 Bacteria
6 Hlac_1089 Archaea
M446_1932 Bacteria
AZC_2114 Bacteria
7 XP_003688641.1 Eukarya : Fungi
FuraDRAFT_1817 Bacteria
Veis_0651 Bacteria
8
XP_002772992.1 Eukarya NIDE3125 Bacteria
XP_001743258.1 Eukarya : Choanoflagellida CfE428DRAFT_5043 Bacteria
Fusarium oxysporum 1
Anaerotruncus colihominis DSM 17241
Clostridiales bacterium 1_7_47FAA 7
Natronomonas pharaonis DSM 2160 Sphaerobacter thermophilus DSM 20745 1
Haladaptatus paucihalophilus DX253 2 Candidatus Koribacter versatilis Ellin345
Nectria haematococca 2 Clostridiales bacterium 1_7_47FAA 2Clostridiales bacterium 1_7_47FAA 5
Emericella nidulans 3 Salinispora arenicola CNS-205 1Salinispora tropica CNB-440 1
Halorubrum lacusprofundi ATCC 49239 1
Halorubrum lacusprofundi ATCC 49239 1
Ramlibacter tataouinensis TTB310 1
Halorubrum lacusprofundi ATCC 49239 2
Methylobacterium sp. 4-46 4
Azorhizobium caulinodans ORS 571
Tetrapisispora phaffii CBS 4417
Pseudogulbenkiana ferroxidans 2002
Verminephrobacter eiseniae EF01-2.2
Perkinsus marinus ATCC 50983 Candidatus Nitrospira defluvii
Monosiga brevicollis MX1 Chthoniobacter flavus Ellin-428
gem final foi editada no software FigTree (versão 1.4.3). As espécies de árqueas
estão representadas em roxo, as bactérias foram mantidas sem destaque e os
eucariotos foram subdivididos em: laranja para os cordados, verde escuro para
fungos e verde claro para os demais eucariotos (plantas, protistas e
coanoflagelados). O Quadro 1 relaciona algumas espécies que foram coloridas
mas que não são integrantes dos respectivos táxons. Vide Metodologia (tópico
2.1.2) para mais detalhes. A árvore estendida contendo os valores de suporte
estatístico de cada nó e a tabela contendo os mesmos estão disponíveis como
Apêndices C e D, respectivamente.
Na análise de relações evolutivas, comumente se assume o
princípio da parcimônia, em que uma hipótese coerente de árvore é
aquela que demonstra o relacionamento entre as unidades biológicas que
compara com o menor número de passos evolutivos possível. Ou seja, a
ocorrência de uma única mudança evolutiva é considerada mais
provável, ou mais parcimoniosa, que duas mudanças ou mais. Ao
deixar-se guiar por esse princípio, as evidências que coletamos dos seres
vivos atuais nos indica, por exemplo, que toda a vida na Terra deriva de
um ancestral celular comum (DARWIN, 1859; WOESE; FOX, 1977).
Todos os seres vivos compartilham características essenciais que
sustentam seus processos bioquímicos fundamentais, por exemplo, um
mecanismo de hereditariedade baseado em ácidos nucleicos. Tamanha é
a complexidade de alguns sistemas que a probabilidade de os seres vivos
terem surgido de forma independentemente múltiplas vezes é
considerada improvável.
Embora o princípio da parcimônia simplifique a tomada de
decisões durante a análise de hipóteses evolutivas, a parcimônia, por
vezes travestida de economia energética, não é uma propriedade
intrínseca dos seres, mas apenas um conceito filosófico aplicado a um
método de previsão (SOBER, 1994). Apesar de ter sido postulado que as
hipóteses mais simples têm maior probabilidade de estarem corretas, é
importante considerar que subestimamos a incidência de mudanças
evolutivas nas populações. Por exemplo, ao compararmos duas
sequências nucleicas distantes entre si por certo tempo evolutivo,
podemos identificar quais sítios foram alterados e qual a direção da
mudança, entretanto, ignoramos quaisquer outras alterações
intermediárias transcorridas durante o meio tempo.
De qualquer forma, considerando o pressuposto da descendência
comum, infere-se a partir da Figura 3 que o ancestral comum à toda a
vida no planeta possuía uma cópia ancestral da CAD. Todas as
sequências semelhantes à CAD presentes nos organismos atuais são,
portanto, descendentes dessa cópia primária. Mais além, podemos
sugerir que as espécies que atualmente não possuem a CAD, certamente
a perderam em algum momento. Esta conclusão é mais parcimoniosa
que supormos o surgimento de sequências e funções extremamente
parecidas ou idênticas duas ou mais vezes ao longo da evolução das
espécies, apesar de não podermos descartar essa possibilidade.
Um aspecto notável da Figura 3 é a fragmentação dos níveis
taxonômicos maiores. O alinhamento das sequências da família
MmgE/PrpD não reproduziu o agrupamento esperado para os domínios,
reinos e filos conforme a classificação taxonômica consenso.
Não é incoerente que uma árvore de sequências não tenha a
mesma topologia que a árvore de especiação dos organismos
considerados. Algumas propriedades dos seres e da técnica de
construção da árvore nos ajudam a entender o porquê dessa
fragmentação.
Primeiro, uma árvore de especiação leva em consideração dados
genéticos, morfológicos e paleontológicos e os aproxima para supor a
história evolutiva de uma espécie ou nível taxonômico maior. Já uma
árvore de sequências se limita ao alinhamento de ácidos nucleicos ou
proteínas e o valida por meio de métodos matemáticos. Por partirem de
tipos diferentes de informação, seus resultados são essencialmente
distintos.
Segundo, a existência dos genes é marcada por um processo
perene de alterações ao longo das gerações. Quanto maior o tempo
evolutivo que se estende desde o surgimento de um gene ou espécie,
maior o número de substituições, deleções, inserções de origem interna
ou externa5 e recombinações que se acumulam em sua estrutura
(KIMURA, 1968; ZUCKERKANDL; PAULING, 1965). Esses
processos distanciam sequências e espécies inicialmente próximas, sem
que necessariamente resultem em alterações de função ou eventos de
especiação. Por exemplo, na Figura 3, as CADs das espécies de
5 Transferência gênica horizontal, processo ubíquo entre seres unicelulares
(DOOLITTLE, 1999).
Aspergillus, em 1,3 bilhões de anos de evolução dos fungos, se
distanciaram a ponto de formar quatro clados distantes entre si, quando
comparadas com as sequências das demais espécies (PARFREY et al.,
2011).
Terceiro, sequências gênicas não se alteram apenas via mutações
e recombinações randômicas ao longo das gerações. As populações
passam por remodelamentos gênicos em resposta direta ao ambiente e às
pressões seletivas pelas quais os indivíduos passam (EHRLICH;
RAVEN, 1969; FELIX, 2006). Os organismos inclusos na Figura 3 são
fenotipicamente muito distintos, assim como seus hábitats e modos de
vida. Considere por um momento os estilos de vida da Cavia porcellus,
a capivara, um roedor que chega a 100 kg que habita regiões próximas a
rios, lagos e pântanos, e do Toxoplasma gondii, protozoário intracelular
obrigatório de metacelulares. Cada ser vivo é regido por redes
biológicas complexas e intimamente interconectadas que respondem
dinamicamente ao ambiente e à sua própria variação interna e a CAD,
nesse contexto, é apenas um elemento dentre os milhares que as
compõem. As mudanças pelas quais as espécies passaram ao longo de
suas trajetórias evolutivas pressionaram pontos diferentes das redes e o
resultado de todos os movimentos de acomodação compreende o
genoma atual de cada espécie.
3.2 AS PROTEÍNAS DA FAMÍLIA MmgE/PrpD CONSTITUEM 
DUAS SUBFAMÍLIAS DISTINTAS
Em árqueas não há trabalhos específicos sobre a atividade
enzimática ou qualquer outro detalhamento sobre a CAD e por isso,
infelizmente, não as abordaremos no texto devido à falta de informação.
Nas bactérias em que se têm estudo, por exemplo em Salmonella
typhimurium e Escherichia coli, as proteínas da família MmgE/PrpD
atuam como 2-metilcitrato desidratases. Nessas espécies, o gene que as
codifica é integrante do operon prpRBCDE, envolvido no catabolismo
do propionato, subproduto da degradação de compostos carbonados e
tóxico para bactérias (BLANK; GREEN; GUEST, 2002, BERG;
FILATOVA; IVANOVSKY, 2002, BROCK et al., 2002). A atividade
catalítica da PrpD sobre o cis-aconitato, substrato da CAD de mamíferos
e fungos, é insignificante (HORSWILL; ESCALANTE-SEMENERA,
1999).
O sistema de classificação Protein ANalysis THrough
Evolutionary Relationships (PANTHER) indica que todas as “CADs”
bacterianas, assim como as de alguns fungos (e.g. Emericella nidulans,
Phaeosphaeria nodorum) e eucariotos basais (e.g. Dictyostelium
discoideum, Paramecium tetraurelia), são classificadas sob a mesma
subfamília (<https://goo.gl/Cmy6tX>). De acordo com a descrição do
método de classificação do PANTHER, famílias são grupos de proteínas
relacionadas evolutivamente e subfamílias são proteínas relacionadas
que desempenham a mesma função. Portanto, as proteínas da família
MmgE/PrpD se distinguem em dois módulos distintos, em
conformidade com as funções que executam.
A partir de agora, para fins de distinção, nos referiremos às
proteínas integrantes da subfamília das 2-metilcitrato desidratases como
“CADs ancestrais” (CADas).
Entre os eucariotos considerados na árvore filogenética da CAD,
apenas duas espécies de plantas foram reconhecidas pela eggNOG como
portadoras da CAD: Ostreococcus tauri e Ostreococcus lucimarinus.
Essas algas unicelulares são os menores eucariotos de vida livre
conhecidos, medindo entre 0.8 e 1.2 μm, e participam da constituição do
picofitoplâncton (DEMIR-HILTON et al., 2011; GUIRY; GUIRY,
2018). Não se têm estudos específicos sobre a CAD dessas espécies,
logo, não sabemos que função desempenham nesse grupo.
A representação mais numerosa entre os eucariotos na Figura 3 se
dá por parte dos fungos, com 66 espécies, seguidos pelos metazoários,
com 49 espécies. Há registro de enzimas de ambas subfamílias nos
fungos. As espécies consideradas pelo PANTHER como portadoras da
CADa pertencem todos ao filo Ascomycota, filo mais recente dentre os
fungos, com origem há aproximadamente 600 milhões de anos
(PARFREY et al., 2011).
Os fungos do gênero Aspergillus (Filo Ascomycota) foram os
primeiros espécimes em que a produção de AI foi identificada
(CALAM; OXFORD; RAISTRICK, 1939). Não se investigou até agora
a manutenção da produção de AI nos fungos a partir de uma perspectiva
evolutiva, entretanto, sabe-se que o AI inibe o seu crescimento
(JAKLITSCH; KUBICEK; SCRUTTON, 1991; STEIGER et al., 2013;
YAHIRO et al., 1995).
Sete protistas foram incluídos na filogenia, dos quais três estão
incluídos na classificação do PANTHER como portadores de CADas.
São eles: Dictyostelium discoideum, Dictyostelium purpureum e
Paramecium tetraurelia. Além destes, consta também como integrante
da subfamília ancestral o coanoflagelado Monosiga brevicollis.
Os demais protistas inclusos na filogenia que, entretanto, não
foram mencionados no PANTHER, pertencem ao supergrupo Alveolata
e são eles: Neospora caninum, Perkinsus marinus, Tetrahymena
thermophila e Toxoplasma gondii. Não temos informações específicas
sobre a função da CAD nesses organismos.
Podemos concluir a partir desta seção que os seres unicelulares
simples, ancestrais das espécies atuais, detinham uma cópia primária da
CAD, a qual foi herdada pelo ancestral comum do supergrupo
Opisthokonta, existente por volta de 1 bilhão de anos atrás e que deu
origem aos fungos e aos animais (PARFREY et al., 2011). Nos fungos,
a CAD tomou dois caminhos: na maior parte das espécies manteve a
função ancestral e nas demais se especializou em converter cis-aconitato
a itaconato. Nos animais, a CAD assumiu exclusivamente esta função.
Quadro 2 – Sequências resultantes do alinhamento da CAD humana com a ferramenta BLAST. As informações
contidas neste quadro foram extraídas diretamente da página de resultados do alinhamento na BLAST e da página de cada
sequência na base de dados Genbank. Id %: identidade; Pred: sequência predita; S/rev: notação sem revisão; SA: sítios ativos.
Fonte: elaborado pela autora.
3.3 MOLUSCOS, CEFALOCORDADOS E VERTEBRADOS SÃO OS
ÚNICOS FILOS DE METAZOA EM QUE CONSTA A PRESENÇA 
DA CIS-ACONITATO DESCARBOXILASE
Para corroborar a amplitude da distribuição da CAD nos
metazoários sugerida pelos dados da eggNOG, realizamos uma busca
alternativa. Nós alinhamos a CAD humana a todas as sequências de
todos os filos de Metazoa disponíveis na página da Basic Local
Alignment Search Tool (BLAST) (<https://goo.gl/jiHnpV>) e dentre os
34 filos pareados, os que resultaram alinhamentos significativos foram:
Arthropoda, Cephalochordata, Cnidaria, Mollusca, Platyhelminthes e
Vertebrata. De acordo com a eggNOG, apenas os filos Cephalochordata
e Vertebrata possuem proteínas ortólogas à CAD. A fim de resolver essa
divergência, analisamos individualmente as sequências encontradas com
a nova busca.
Os alinhamentos foram analisados relativamente quanto à sua
qualidade por meio dos valores de score, e-value e identidade extraídos
da BLAST e à presença dos sítios ativos da CAD, preditos para a sua
atividade enzimática nos humanos (MICHELUTTI et al., 2013). O
resumo da análise pode ser consultado no Quadro 2. 
De acordo com nossa avaliação, apenas os filos Cephalochordata,
Mollusca e Vertebrata possuem a enzima CAD. Todas as sequências de
Mollusca, exceto o fragmento parcial de Ostrea edulis, apresentaram
valores significativos para a qualidade do alinhamento (em relação à
CAD humana) e todas possuem sete dos oito sítios ativos preditos para a
CAD (Apêndice E).
A partir de nossa análise, constatamos que as proteínas do filo
Mollusca são putativamente ortólogas às CADs. Supomos que a não
inclusão do filo no grupo de ortólogos da eggNOG tenha ocorrido
devido à alguma restrição no algoritmo para filtragem de sequências da
base de dados. A árvore da família de proteínas MmgE/PrpD construída
pela base de dados Pfam, por sua vez, inclui o filo Mollusca, o que
corrobora nossa análise (<https://goo.gl/fhHEAj>). A Pfam inclui
também em sua filogenia o filo Nematoda, entretanto, a partir de nossa
análise justificamos a não inclusão deste no grupo de ortólogas da CAD.
Figura 4 – Relações filogenéticas da CAD nos metazoários sugere a
ocorrência de 16 eventos de duplicação. Esta árvore foi inferida a partir do
alinhamento de 72 sequências da CAD, presentes em 34 espécies de
metazoários. O alinhamento foi realizado com o alinhador Clustal Omega e
analisado com o pacote Pvclust. A imagem final (continua na próxima página)...
Fonte: elaborada pela autora.
foi editada no software FigTree (versão 1.4.3). O filo Cephalochordata está
colorido em roxo, o filo Mollusca em laranja e a classe Mammalia em verde,
com pequeno destaque para o clado dos primatas. Uma pequena estrela verde
indica uma espécie de mamífero (Ornithorhynchus anatinus 1) deslocada do
grande grupo. A árvore estendida contendo os valores de suporte estatístico,
assim como a tabela com os mesmos estão disponíveis nos Apêndices F e G,
respectivamente.
3.4 AS CIS-ACONITATO DESCARBOXILASES PARÁLOGAS EN-
CONTRADAS NOS METAZOÁRIOS APARENTEMENTE MAN-
TÊM A MESMA FUNÇÃO
Ao analisarmos a distribuição da CAD nos filos de metazoários,
notamos a ocorrência de duplicações em 16 espécies de vertebrados
(Figura 4). Em nove casos, uma das cópias sofreu translocação
cromossômica.
Genes relacionados entre si por eventos de especiação são ditos
ortólogos e genes relacionados entre si por um evento de duplicação são
frequentemente chamados de parálogos (FITCH, 1970). Teoricamente, é
comum considerar genes parálogos como as principais causas de
emergência de novas funções gênicas. Imaginou-se, durante a expansão
teórica da genética molecular na década de 70, que imediatamente após
duplicação, uma das cópias gênicas sofre afrouxamento das pressões
seletivas sobre sua função e, como consequência, passa a evoluir mais
rapidamente. Esta situação culminaria, então, em perda de função ou
neofuncionalização da cópia e, neste caso, sua taxa evolutiva diminuiria
novamente (OHNO, 1970).
Há registro na literatura científica de casos em que ambas cópias
passam por redução das pressões seletivas e, como consequência do
aumento de suas taxas evolutivas, tornam-se subunidades com função
complementar e particionada, processo particularmente chamado de
subfuncionalização (LYNCH, FORCE, 2000).
A análise comparativa das espécies Homo sapiens (ser humano),
Mus musculus (camundongo), Gallus gallus  (galinha),  Caenorhabditis
elegans  (nematódeo),  Drosophila  melanogaster (mosca-da-fruta),
Arabidopsis  thaliana  (planta  herbácea),  Oryza  sativa (arroz)  e
Saccharomyces cerevisiae (levedura) permitiu a estimativa de uma taxa
geral de surgimento de duplicações em que se espera que 50 % dos
genes em um genoma passe por um evento de duplicação pelo menos
uma vez em um intervalo de 35-350 milhões de anos. Se estiver correta,
essa estimativa pode indicar que a maioria dos genes duplicados
aparentemente é neutralizada, ao invés de preservada via neo- ou
subfuncionalização (LYNCH, CONERY, 2000). Dessa forma, a meia-
vida média de um gene duplicado recai em aproximadamente 4 milhões
de anos.
Nós analisamos cada caso de duplicação da CAD para ter maior
garantia da existência de ambos genes. Supomos que pelo menos 9 dos
16 casos de paralogia registrados pela eggNOG são verídicos, pois as
posições cromossômicas informadas no perfil de cada cópia é distinta.
Não podemos afirmar que as demais são falsas, porém, não sabemos se
as entradas das sequências são simplesmente notações alternativas da
mesma proteína.
A análise individualizada das sequências duplicadas nos revela
que todas possuem os sítios ativos preditos para a função enzimática da
cis-aconitato descarboxilase e que a maioria mantêm entre 50 e 60 % de
identidade entre si (resultados não mostrados).
Curiosamente, as sequências parálogas de peixes, anfíbios,
largartos e aves se subdividiram em dois clados distintos. Talvez aqui
estejamos observando o processo evolutivo sugerido canonicamente
para sequências parálogas, em que uma das cópias sofre relaxamento
seletivo e tende a alterar-se mais rapidamente que a outra.
De forma não surpreendente, o ornitorrinco se mostrou uma
exceção dentre os mamíferos. Enquanto uma das cópias de sua CAD se
agrupou da forma esperada junto aos mamíferos marsupiais, a outra
cópia se agrupou a três aves e ao Anolis carolinensis, o lagarto. A
anatomia e fisiologia do ornitorrinco, assim como o seu genoma, reflete
o mosaico de características derivadas de seus ancestrais mamíferos e
reptilianos (WARREN et al., 2008). No caso dessa espécie, talvez
estejamos observando um processo evolutivo diferencial e paralelo das
CADs, alimentado por pressões seletivas relacionadas a componentes
regulatórios ou hábitos de ambos grupos ancestrais. A combinação
inusitada de dois modos de vida característicos de grupos distintos no
ornitorrinco possibilitou o que parece ser algo semelhante a uma
subfuncionalização, em que cada cópia tornou-se semelhante à CAD de
cada grupo ancestral, a cópia dois aos mamíferos e a cópia um aos
répteis. Porém, não temos mais evidências além dessas.
Levando em consideração a taxa de duplicação gênica estimada
para os seres vivos e a noção teórica de relógio molecular, supomos que
os parálogos da CAD que observamos atualmente não acumularam
alterações nucleotídicas o bastante para que houvesse ganho ou perda de
função e a manutenção dos sítios ativos em todas as sequências nos
indica fortemente que a função enzimática permanece semelhante (DOS
REIS et al., 2015; ZUCKERKANDL; PAULING, 1965). 
Há evidências (e controvérsias) de que pelo menos duas
duplicações genômicas globais ocorreram nos vertebrados nos períodos
pré-cambriano e devoniano, há aproximadamente 600 e 400 milhões de
anos (MEYER; SCHARTL, 1999). Se a inferência de meia vida média
de 4 milhões de anos para os genes estiver correta, é possível que os
vertebrados ancestrais tenham passado por eventos de duplicação
seguidos de neutralização das cópias e os parálogos que vemos
atualmente seriam as únicas remanescentes.
Relações de ortologia e paralogia se somam às evidências para a
predição de função proteica, entretanto, contrário ao que frequentemente
se considera teoricamente, para muitas famílias de proteínas a maior
parte dos parálogos mantém funções semelhantes por alguns milhões de
anos para então tornar-se neutra, e é isso o que aparentemente
observamos na história evolutiva da CAD nos animais (Figura 4)
(LYNCH, CONERY, 2000; PEARSON, 2013). A exposição das CADs
dos metazoários a um teste de detecção de seleção positiva direcional
poderia fornecer algum insight sobre seus processos evolutivos recentes.
3.5 O GENE CODIFICADOR DA CIS-ACONITATO DESCARBOXI-
LASE FOI PERDIDO MÚLTIPLAS VEZES AO LONGO DA 
EVOLUÇÃO
Até agora vimos que o ancestral comum aos três domínios da
vida na Terra carregava um(a) gene/proteína que com o passar de alguns
milhões de anos se especializou em duas funções distintas. Nas
bactérias, nos protistas e em alguns fungos assumiu a função principal
de degradação do proprionato, um composto tóxico derivado do proces-
Figura 5A – O gene codificador da CAD foi perdido múltiplas vezes ao
longo da história evolutiva dos animais. Este cladograma foi construído
manualmente, independente de sequências nucleicas ou aminoacídicas, a partir
da classificação filogenética sugerida por DUNN et al., 2014. As estrelas
vermelhas indicam a presença da CAD em espécies do grupo assinalado.
Fonte: elaborada pela autora.
samento de compostos carbonados (BLANK; GREEN; GUEST, 2002,
BROCK et al., 2002). Nos metazoários e demais fungos, passou a atuar
como enzima produtora de AI, o qual, nos mamíferos, foi identificado
como sendo um metabólito antimicrobiano e imunomodulatório
produzido por macrófagos ativados (CALAM; OXFORD; RAISTRICK,
1939; STRELKO et al., 2011; MICHELUTTI et al., 2013).
Figura 5B – O gene codificador da CAD foi perdido múltiplas vezes ao
longo da história evolutiva dos vertebrados. As estrelas vermelhas indicam a
presença da CAD em espécies do grupo assinalado. Este cladograma foi
desenhado manualmente, independente de sequências nucleicas ou
aminoacídicas.
Fonte: modificada pela autora a partir de imagem disponibilizada pela
University College London em <https://goo.gl/Tir7GQ>.
A partir de agora nos debruçaremos exclusivamente sobre os
aspectos envolvidos na evolução da forma recente da CAD.
Surpreendentemente, se compararmos os resultados obtidos com a
Figura 3 a uma árvore de especiação compreendendo as espécies atuais,
percebemos que há muitas lacunas na distribuição da CAD nas espécies
(Figura 5A e Figura 5B).
Não podemos estimar com segurança a porcentagem de espécies
que perderam a CAD em relação a todas as espécies do planeta devido à
falta de dados sobre espécies não-modelos (vide Metodologia, tópico
2.5, Limitações da pesquisa), porém, se compararmos sua distribuição
com o número de espécies cujos genomas foram sequenciados e
publicados (aproximadamente 15 mil), percebemos que as espécies
positivas para a CAD compreendem menos de 4 % (MAKHERJEE et
al., 2016).
Entende-se perda aqui como quaisquer modificações gênicas que
descaracterizaram o gene codificador da CAD e o tornam identificável
no genoma, embora mudanças mais tímidas possam inviabilizar o
fenótipo produzido pela CAD, como o fechamento epigenético da
cromatina, a alteração do promotor ou a perda de fatores de transcrição.
Apesar de não podermos garantir a produção de AI por todas as versões
da CAD que detectamos, tomaremos esse fato como pressuposto.
O que, então, poderia ter ocasionado as múltiplas perdas do gene
codificador da CAD ao longo da árvore da vida?
3.6 O ÁCIDO ITACÔNICO TEM EFEITO TÓXICO
In vitro, doses suprafisiológicas de AI controlam populações de
b a c t é r i a s c o m o Legionella pneumonophilia, Mycobacterium
tuberculosis e Salmonella enterica, protagonistas de infecções
intracelulares, e in vivo, mais de 75 % dos camundongos deficientes
para IRG1, quando desafiados com Mycobacterium, sucumbem à
infecção em até 30 dias (MICHELUTTI et al., 2013; NAIR et al., 2018;
NAUJOKS et al., 2016). Nestes animais, a mortalidade está associada a
maior infecção, inflamação e patologia.
O efeito antimicrobiano exercido pelo AI é resultado de sua
atividade inibitória sobre o ciclo do glioxilato, bacteriano, requisito para
a permanência no ambiente intracelular do hospedeiro (DUNN;
RAMÍREZ-TRUJILLO; HERNÁNDEZ-LUCAS, 2009; MCFADDEN;
PUROHIT, 1977; MUÑOZ-ELÍAS, 2006).
3.6.1 A citramalil-coenzima A liase é provavelmente ubíqua no pro-
cesso de degradação do ácido itacônico
Algumas espécies de bactérias, como Yersinia pestis e
Pseudomonas aeruginosa, possuem a habilidade de degradar o AI por
meio da ação combinada de três enzimas: itaconato coenzima A (coA)
transferase, itaconil coA hidratase e citramalil coA liase (Ccl)
(SASIKARAN et al, 2014). Várias outras espécies de bactérias possuem
genes homólogos a essas proteínas, por exemplo as espécies Legionella
longbeachae, Mycoplasma synoviae e Salmonella enterica, o que pode
indicar a presença do mesmo fenótipo (CORDES; MICHELUTTI;
HILLER, 2015).
Da mesma forma, as enzimas mitocondriais de células hepáticas
de mamíferos também são capazes de degradar o AI (ADLER; WANG;
LARDY, 1957; WANG; ADLER; LARDY, 1961). Entretanto, os dois
primeiros passos da via são executados, respectivamente, pelas enzimas
não-específicas a essa função: succinil coA sintetase e metilglutaconase
(ADLER; WANG; LARDY, 1957; WANG; ADLER; LARDY, 1961).
A Ccl humana é homóloga à bacteriana e é expressa na matriz
mitocondrial (CALVO et al., 2016; DIMROTH; EGGERER, 1975). As
Ccls pertencem à família de proteínas HpcH/HpaI e estão presentes nos
três domínios da vida, assim como a CAD (Figura 6). A família de
subdivide em quatro subfamílias, entretanto, não exploraremos suas
particularidades.
Semelhante à árvore filogenética da CAD, algumas espécies
destacadas na Figura 6 não pertencem ao grupo taxonômico a que foi
atribuída, mas representam outras espécies que não puderam ser
coloridas devido à uma falha no software FigTree utilizado para edição
das árvores. As substituições para eventual consulta estão registradas no
Quadro 3.
Figura 6 – Relações filogenéticas da Ccl indicam ampla distribuição nos
três domínios da vida. Esta árvore foi inferida a partir do alinhamento de 1471
sequências da família de proteínas HpcH/HpaI provenientes de 842 espécies,
consideradas ortólogas pela base de dados eggNOG. O alinhamento foi
realizado com o alinhador Clustal Omega e analisado estatisticamente com o
pacote Pvclust. A imagem final foi editada no software FigTree (versão 1.4.3).
As espécies de árqueas estão representadas em roxo, as bactérias foram
mantidas sem destaque e os eucariotos foram subdivididos em: laranja para os
cordados, verde escuro para fungos e verde claro para os demais eucariotos
(plantas, protistas e coanoflagelados). A árvore estendida contendo os valores
de suporte estatístico de cada nó e o quadro contendo os mesmos estão
disponíveis, respectivamente, nos Apêndices H e I.
Fonte: elaborada pela autora.
Quadro 3 – Espécies substituídas nas colorações da árvore filogenética da Ccl (Figura 6). As espécies pertencentes aos
grupos taxonômicos destacados estão indicadas apenas como “Espécies” e ao lado estão as espécies que foram elegidas
representantes das mesmas e, logo, destacadas na figura.
Fonte: elaborado pela autora.
Espécies Representantes
Espécie Código de acesso Grupo Espécie Código de acesso Grupo
1 Aboo_0969 Archaea Acid345_2963 BacteriaAboo_0969 Archaea
2 Naegleria gruberi XP_002678699.1 Eukarya DSY3039 BacteriaDesor_1258 Bacteria
3 ZOD2009_16041 Archaea
CULC22_00706 Bacteria
CpI19_0650 Bacteria
Aciduliprofundum boonei T469 Candidatus Koribacter versatilis Ellin345Aciduliprofundum boonei T469
Desulfitobacterium hafniense Y51.2
Desulfosporosinus orientis DSM 785.1
Haladaptatus paucinalophilus DX253.1
Corynebacterium ulcerans BR-AD22
Corynebacterium pseudotuberculosis I19.1
Até a presente data , apenas um trabalho abordou
mecanisticamente a função in vivo da Ccl em mamíferos. A partir dele
temos que a Ccl realiza a função altamente específica de conversão do
composto citramalil-coA em acetil coA e piruvato, embora trabalhos
mais antigos do mesmo grupo tenham demonstrado outras atividades
enzimáticas de menor coeficiente cinético (SHEN et al., 2017).
Possivelmente essas atividades alternativas integram o metabolismo de
outras espécies.
3.6.2 Todos os metazoários portadores de cis-aconitato descarboxi-
lase possuem também citramalil-coenzima A liases
A partir dos recortes da literatura mencionados nesta seção,
bolamos a seguinte hipótese: o AI é um composto tóxico, não apenas
para os microorganismos que oportunamente se instalam em células
fagocitárias animais, mas também para o hospedeiro produtor de AI.
Dessa forma, a presença da CAD em um sistema biológico requereria
um mecanismo de controle negativo, por exemplo, uma via de
degradação, tal como foi descrita na literatura científica para bactérias e
mamíferos (ADLER; WANG; LARDY, 1957; WANG; ADLER;
LARDY, 1961; SASIKARAN et al., 2014).
Para investigar essa hipótese, analisamos o genoma das espécies
animais em busca da coexistência da CAD e da Ccl, a enzima
responsável pelo último passo da via de degradação do AI. Para tanto,
buscamos a página da família de proteínas HpcH/HpaI, a qual a Ccl
pertence, na base de dados eggNOG e descarregamos a lista de espécies
que contêm a proteína (disponível em <https://goo.gl/x5Rrmc>).
Reduzimos a lista a apenas gêneros e fizemos o mesmo para a CAD. No
total, comparamos 450 gêneros portadores da Ccl e 337 gêneros
portadores da CAD cujo resultado pode ser visto nas Figuras 7A e 7B.
A partir da Figura 7B temos que em todos os animais com dados
disponíveis, as enzimas CAD e Ccl coexistem. Assumindo a
funcionalidade das enzimas em todos os casos, nossos resultados
sugerem que todas as espécies produtoras de AI são capazes de degradá-
lo.
Como explorado no tópico 3.2, CADs e CADas constituem
subfamílias distintas e desempenham funções não relacionadas. A
CADa não tem como produto o AI, logo, a essencialidade de degradação
desse composto não se faz necessária. A diversidade de estados de
presença/ausência das enzimas observada nos seres vivos não-animais
(Figura 7B) é uma evidência da distinção da atividade desempenhada
pelas proteínas das duas subfamílias.
Figura 7A – As proteínas CAD e Ccl coexistem em 258 gêneros nos três
domínios da vida. O círculo roxo, à direita, representa os gêneros que possuem
a CAD em seus genomas e o círculo laranja, à esquerda, representa os gêneros
que possuem Ccl. A intersecção entre os dois inclui os gêneros em que ambas
proteínas coexistem. Esta figura foi gerada no ambiente R com o pacote venn.
Fonte: elaborada pela autora.
As demais espécies, portadoras da CAD e que, porém, não
possuem Ccl, são todas protozoários unicelulares. Neospora caninum e
Toxoplasma gondii são parasitos intracelulares obrigatórios de
mamíferos, Perkinsus marinus é um parasito intracelular facultativo de
moluscos e Tetrahymena thermophila é um ciliado de vida livre
dulcícola. Supomos que estes, caso suas proteínas integrem a subfamília
de MmgE/PrpD derivada, produtoras de AI, possuam outras maneiras de
controle da toxicidade do AI, por exemplo, a possibilidade de secreção,
como observado em fungos, sobretudo por serem unicelulares
(STEIGER et al., 2013).
Figura 7B – Todos os animais portadores de CAD possuem Ccl. Esta figura
representa os estados em que (co)existem as proteínas CAD e Ccl em 529
gêneros dos três domínios. Os retângulos verdes claros indicam a presença das
respectivas enzimas e os retângulos verdes escuros indicam a coexistência (U)
de ambas no mesmo organismo. Alguns grupos taxonômicos são heterogêneos
em relação aos estados de (co)existência das proteínas. São eles: Bacteria,
Archaea, Plantae, Protozoa, Ascomycota, Basidiomycota e Vertebrata. Por
exemplo, em Bacteria, 52 gêneros possuem apenas CAD, 161 possuem apenas
Ccl e 158 possuem ambas enzimas. Os táxons foram indicados conforme
relevância para a nossa pergunta e por isso não correspondem ao mesmo nível
taxonômico. Esta figura foi construída sequencialmente: o cladograma foi
desenhado com o software Mesquite baseado em filogenia consenso da
literatura científica e não em alinhamento de sequências, o heatmap foi gerado
no ambiente R com a função heatmap.2 do pacote Gplots e a figura final foi
montada manualmente.
Fonte: elaborada pela autora.
3.7 A AUSÊNCIA DE UM MECANISMO DE CONTROLE NEGATI-
VO DA PRODUÇÃO DE ÁCIDO ITACÔNICO TORNA A PRE-
SENÇA DA CIS-ACONITATO DESCARBOXILASE INCOMPATÍV-
EL COM A VIDA DOS METAZOÁRIOS
Por serem enzimas amplamente distribuídas ao longo dos três
domínios da vida supomos que o ancestral comum aos animais possuía
ambas CAD e Ccl. Temos, nos vertebrados, apenas duas condições:
espécies que as mantiveram e espécies que perderam CAD mas
mantiveram Ccl. Os cenários hipotéticos de coevolução das enzimas a
partir do ancestral CAD+Ccl+ ao longo do tempo são: 
a) Alguns organismos as herdaram de seus ancestrais e as
mantêm até hoje, por exemplo, os humanos;
b) Em alguns, a perda da Ccl foi seguida pela perda da CAD, ou
alternativamente, a perda da CAD foi seguida pela perda não
relacionada da Ccl. Um desses casos certamente aconteceu nos
vertebrados que não apresentam nenhuma das enzimas, como
crocodilianos e salamandras;
c) Em dois casos particulares a CAD foi perdida e a Ccl se
manteve, nas espécies vertebradas Dasypus novemcinctus, o tatu, e
Macaca mulatta, o macaco-rhesus.
Em qualquer dos três cenários imaginários, a existência da CAD
é obrigatoriamente acompanhada da Ccl.
O genoma dos répteis é caracterizado pela presença de muitos
macro- e microcromossomos. Em aves, grupo derivado dos répteis, foi
identificado que os microcromossomos são genicamente densos e
apresentam taxas altas de recombinação, cinco vezes maiores que os
observados em cromossomos de mamíferos, o que sugere que os
micromossomos são fatores importantes de geração de variação e,
portanto, a perda de ambas CAD e Ccl em vários repteis (Crocodilia,
Sphenodontia, Caudata e Gymnophiona) (Figura 5B) pode ser
parcialmente explicada pelas particularidades genômicas do grupo
(ORGAN; MORENO; EDWARDS, 2008).
Em relação ao tatu e ao macaco-rhesus, a perda da CAD
aparentemente não implicou em comprometimento adaptativo das
espécies em relação ao módulo evolutivo que estamos analisando, pois a
dependência entre as enzimas é unidirecional. Não encontramos na
literatura nenhuma informação relevante sobre particularidades
imunológicas em ambas espécies.
Nossa análise comparativa demonstrou a correspondência da
distribuição das enzimas CAD e Ccl nos genomas dos metazoários. Nós
sugerimos, a partir desta observação e do conjunto de informações
coletadas neste manuscrito, que essa correlação representa um fenótipo
adaptativo importante para a maior parte dos grupos de vertebrados. Na
ausência da Ccl os indivíduos CAD+ enfrentaram condições de
vulnerabilidade evolutiva por estarem suscetíveis tanto à toxicidade do
AI quanto a infecções por agentes patogênicos, sobretudo, bacterianos, e
é por esse motivo que não existem vertebrados CAD+Ccl-.
Todavia, para ser confirmada, nossa hipótese requer investigação
empírica. Uma forma de abordar a essencialidade da Ccl na manutenção
da CAD nas espécies é desafiar in vitro células de espécies negativas
para Ccl com AI e observar a mortalidade celular, a qual seria o
indicador direto da tolerância das células para com o metabólito.
Um trabalho recente demonstrou uma relação sólida entre as
enzimas CAD e Ccl nos humanos. Humanos possuem Ccl, exceto cerca
de 2,7 % da população mundial que apresenta uma versão inativa da
enzima devido à inserção de um códon de parada precoce nos ancestrais
(SHEN et al., 2017). Nenhum sintoma da inativação da Ccl é perceptível
a não ser níveis reduzidos de B12 circulante no sangue. Na presença de
AI extracelular, células fagocitárias humanas o capturam e o convertem
intracelularmente a itaconil-coA. Ao interagir com a coenzima B12, o
itaconil-coA a converte a cob(II)alamina, a qual é suscetível à inativação
por oxidação (PADOVANI; BANERJEE, 2006; SHEN et al., 2017). A
B12 é cofatora da enzima metilmalonil-coA mutase (MUT), uma enzima
da matriz mitocondrial que catalisa a conversão de metilmalonil-coA a
succinil-coA e que, dessa forma, participa da reciclagem de cadeias
carbônicas (SHEN et al., 2017). Na ausência da Ccl, o itaconil-coA
acumula-se, inativa a B12 e, no processo, inibe a MUT. O grupo
concluiu que a função enzimática da Ccl é necessária para a manutenção
da função da B12 mitocondrial por meio da “detoxificação” de itaconil-
coA (SHEN et al., 2017).
As cobalaminas, os metabólitos da família da coenzima B12, são
componentes essenciais para a sobrevivência, reprodução e bem-estar de
todos os vertebrados e da grande maioria dos demais seres vivos. Os
únicos seres produtores de cobalaminas são procariotos (bactérias e
algas) e todos os demais suprem suas necessidades fisiológicas de B12
ao extraírem-na do ambiente. Por exemplo, peixes que vivem em
ambiente selvagem extraem um boa dose de B12 ao se alimentarem de
algas (BRAEKKAN, 1958). Os animais piscívoros, por sua vez, como
mamíferos e outros peixes, obtêm as cobalaminas via ingestão desses
predadores primários. Além da dieta, acredita-se que as cobalaminas são
obtidas frequentemente a partir da microbiota associada ao indivíduo
(DANCHIN; BRAHAM, 2017).
A dependência em relação a essa família de metabólitos se
confirma por meio da observação de animais com dietas controladas.
Galinhas e pombas alimentadas apenas com sementes sofrem de anemia
causada pela deficiência de B12 (CASTLE, 1985). Primatas depletados
igualmente desenvolvem anemia, assim como paralisia, apatia,
problemas de visão, degeneração do tecido nervoso e, eventualmente,
morte (AGAMANOLIS et al., 1976; CHESTER et al., 1980).
Caenorhabditis elegans deficientes para B12 têm retardo no
crescimento, tornam-se inférteis e falecem mais cedo que o esperado
(BITO; WATANABE, 2016). Um hábito comum desenvolvido por
muitos animais nutricionalmente deficientes é a coprofagia, por meio da
qual se obtém um estoque farto de nutrientes, microrganismos e,
certamente, B12 (ROSENBERG; ZILBER-ROSENBERG, 2016;
SOAVE; BRAND, 1991).
Temos, a partir das informações reunidas, três exemplos de
grupos taxonômicos distantes que sofrem com a deficiência das
cobalaminas. O AI, ao reduzir os níveis de B12 circulante agride
veementemente as atividades fisiológicas dos metazoários e, por isso, o
controle negativo sobre o AI certamente é submetido a mais um ponto
de pressão seletiva. A correlação que observamos entre as enzimas CAD
e Ccl neste trabalho, portanto, ganhou um reforço.
3.8 A EVOLUÇÃO DA CIS-ACONITATO DESCARBOXILASE NOS
VERTEBRADOS É MULTIFATORIAL
Nossa hipótese abarca um cenário possível para a distribuição da
CAD observada nos seres vivos. Não atribuímos à nossa hipótese
exclusividade causal para a manutenção da CAD nos genomas das
espécies. A resposta à seleção de qualquer traço específico pode ser
compreendida apenas no contexto de toda a história de vida dos
organismos alvos junto às características do arcabouço gênico que os
compõe (SACCHERI; HANSKI, 2006). As células/espécies são redes
de elementos intimamente relacionados e os coeficientes de seleção
podem variar em resposta a qualquer componentes endógeno ou
exógeno, inclusive a seleção de outro traço (SACCHERI; HANSKI,
2006).
Teoricamente é possível supor que qualquer variação fenotípica
altera os demais traços do indivíduo em diferentes intensidades, e que
qualquer traço é afetado por múltiplos fatores (KACSER; BURNS,
1981; WAGNER; PAVLICEV; CHEVERUD, 2007). Por exemplo, a
ativação transcricional de um gene afeta os genes vizinhos, com funções
não necessariamente relacionadas, em até 100 kb de distância
(GHANBARIAN; HURST, 2015). O conjunto de fenótipos de um
indivíduo estaria, portanto, mesmo que minimamente, sob efeito
pleiotrópico generalizado, o que torna ingênua a atribuição de causas
únicas aos fenômenos biológicos, facilmente observada nos títulos
muitas publicações científicas.
A seguir exploraremos brevemente dois outros possíveis pontos
de pressão seletiva sobre a trajetória evolutiva da CAD.
3.8.1 A ausência do Immune responsive gene 1 durante o processo de
implantação embrionário em camundongas implica em taxas aborti-
vas de 50-100 %
Em camundongas grávidas, o processo de implantação dos
embriões na parede do útero ocorre precisamente quatro dias após a
fertilização dos óvulos (PARIA; HUET-HUDSON; DEY, 1993).
Durante o período que transcorre entre esses dois eventos, o útero da
mãe se torna receptivo à nidação após tratamento com progesterona
durante 48 h seguida de um pico de estrogênio (PSYCHOYOS, 1976;
PSYCHOYOS, 1986).
Um trabalho demonstrou que as células epiteliais do lúmen do
útero passam a expressar IRG1 no segundo dia após a fertilização e que
essa expressão se torna acentuada (20 vezes maior que no segundo dia)
no quarto dia, coincidindo com a janela de tempo esperada para a
nidação (CHEON et al., 2003). A expressão de IRG1 nessas células é
dependente de progesterona e na sua ausência, o processo de
implantação embrionária é prejudicado. As camundongas sem IRG1
durante os primeiros dias após fertilização sofrem 50-100 % de redução
do número de embriões implantados (CHEON et al., 2003).
As altas taxas abortivas na ausência de IRG1 sugerem uma forte
seleção sobre os mamíferos placentários durante o início da gestação, o
que seria suficiente para explicar a manutenção desse gene nos genomas
desses animais.
3.8.2 Coevolução de microrganismos intracelulares e hospedeiros
pode ter pressionado a manutenção da cis-aconitato descarboxilase
em moluscos e vertebrados
Interações entre microrganismos patogênicos e seus hospedeiros
se destacam como pressões evolutivas importantes sobre ambas espécies
envolvidas. Os primeiros alteram de forma drástica a dinâmica
bioquímica dos últimos ao interferir em funções fisiológicas básicas e
impactam diretamente a sobrevivência das populações (FUMAGALLI
et al., 2011).
Microrganismos infectantes intracelulares ocorrem em uma
variedade de hospedeiros vertebrados e não-vertebrados e caracterizam-
se por alterar o microambiente celular, tornando-o compatível com sua
sobrevivência (DIACOVICH et al., 2007; FRANCO; SHUMAN;
CHARPENTIER, 2009). Entre os microrganismos com essa tendência
ressaltamos a relevância da bactéria Salmonella enterica, do protista
a lveo lado Perkinsus marinus e do complexo de bactérias
Mycobacterium tuberculosis (MTBC, Mycobacterium tuberculosis
complex).
Salmonella infecta muitas espécies de vertebrados, incluindo
répteis, aves e mamíferos, e insetos (EVANGELOPOULOU et al.,
2013). Perkinsus marinus infecta uma variedade de moluscos e o MTBC
tem uma amplitude de hospedeiros mamíferos ampla, incluindo bovinos,
pinipédios (focas, leões-marinhos, lobos-marinhos e morsas) e seres
humanos (SMITH et al., 2009). Destacamos esses microrganismos por
terem regimes de infecção obrigatoriamente intracelulares e, enquanto
nesse contexto, estão certamente suscetíveis à ação do AI produzido
pelas células fagocitárias em que se alojam.
O efeito antimicrobiano do AI foi demonstrado sobre populações
de Mycobacterium e Salmonella in vitro e in vivo (para a micobactéria),
indicando participação parcial do metabólito na contenção da infecção
(MICHELUTTI et al., 2013, NAIR et al., 2018). Assim como os
vertebrados, os moluscos possuem CAD e, plausivelmente, produzem
AI em resposta à infecções embora não se tenha evidências
experimentais.
Sugerimos, de forma parcialmente especulativa, que os filos
Vertebrata e Mollusca tenham passado por afunilamentos populacionais
no passado durante a coevolução com os microrganismos mencionados,
resultando em uma população que responde às infecções de forma mais
tolerante que a ancestral (ou seja, há controle da infecção sem que haja
morte do hospedeiro) (FUMAGALLI et al., 2011; GAGNEAUX, 2012).
Dessa forma, ambas espécies (microrganismo e hospedeiro) sobrevivem.
Devido ao papel imunológico desempenhado pelo AI sobre agentes
patogênicos intracelulares, as espécies infectadas tiveram maior
probabilidade de sobreviver na presença da CAD, talvez, impondo sobre
a enzima certa pressão seletiva positiva.
3.9 CONCLUSÕES
Todos os seres vivos são laboratórios de experiências do
desenvolvimento biológico e da seleção natural. Novidades fenotípicas
complexas podem surgir em uma simples mudança de ambiente.
Portanto, a biologia evolutiva inevitavelmente trata de causas proximais
assim como de processos seletivos a fim de encontrar explicações
satisfatórias para os processos de mudança das espécies (WEST-
EBERHARD, 2003. p 197).
Neste trabalho tombamos nossa atenção sobre um módulo
fenotípico: a enzima CAD e seu produto, o AI. A partir de informações
disponibilizadas publicamente investigamos as causas da distribuição da
CAD em todas as espécies que tivemos acesso. Nos deparamos com
uma dicotomia na família de proteínas a que a CAD pertence, que as
dividiu em dois grandes grupos com funcionalidades distintas. Os
procariotos empregam uma versão da CAD que as auxilia na
detoxificação de produtos fisiológicos. Nos demais seres vivos, apesar
de a especificidade da função enzimática não ser a mesma, o resultado
final é igualmente a detoxificação de produtos fisiológicos.
Nos vertebrados, adicionalmente ao seu papel metabólico, a CAD
passou a integrar o conjunto de moléculas relacionadas ao sistema
imunológico.
Os peixes mandibulados são os seres de origem evolutiva mais
antiga a carregarem o conjunto gênico determinante para o
desenvolvimento da imunidade dos vertebrados. Devido ao
desconhecimento dos cientistas sobre as formas de vida intermediárias
entre agnatos e gnatostomados, o surgimento “repentino” de muitas
estruturas imunológicas fundamentais há aproximadamente 500 milhões
de anos parece, à nossa visão turva, como um big bang molecular
(SCHLUTER et al., 1999). A recombinação somática que constroi os
receptores de células B e T, os anticorpos, os MHCs e os IFNs são
exemplos dessa explosão de diversidade (FLAJNIK; KASAHARA,
2001; KRAUSE; PESTKA, 2005; MARCHALONIS et al., 1998; RAST
et al., 1997).
O IRG1, gene que codifica a CAD nos vertebrados, tem pelo
menos um fator de transcrição estimulado por IFN, o IRF1. Supomos
que os movimentos de acomodação das redes moleculares após o big
bang imunológico tornaram a CAD uma enzima relacionada às funções
imunológicas desses animais (CROMBACH; HOGEWEG, 2008).
Entretanto, nem todas as espécies atuais mantiveram o IRG1 em
seus genomas. Buscar respostas do porquê foi o principal escopo deste
trabalho. Identificamos uma forte correlação entre a perda da CAD e a
ausência de uma via de degradação do AI. O efeito tóxico do AI sobre o
organismo produtor requer um mecanismo de controle e as espécies que
porventura o perderam (ou não o desenvolveram), sofreram a perda
da(o) CAD/IRG1.
Adicionalmente, identificamos na literatura pontos de pressão
seletiva adicionais sobre a evolução da CAD. O IRG1 desempenha um
papel essencial, porém desconhecido, durante a implantação
embrionária em camundongas e a coevolução patógeno-hospedeiro pode
ter contribuído para a manutenção da CAD nas espécies de moluscos e
vertebrados.
Trilhões de interações, em todos os níveis de organização dos
seres, ocorrem a cada instante. Não conseguimos enquanto humanos
enxergar e compreender simultaneamente todas as nuances da vida.
Rotineiramente, reduzimos metadados a duas dimensões e expandimos
observações pontuais a modelos gerais. Igualmente humanos, seguimos
essa mesma trajetória e das poucas evidências construímos nossa
hipótese, certamente incompleta mas cautelosamente pensada.
Nota da autora: este trabalho foi realizado sem provocar o sofrimento
ou morte de qualquer ser vivo. Da Declaração Universal dos Direitos
dos Animais de 1978 proclamada pela UNESCO, “Art. 1º - Todos os
animais nascem iguais perante a vida e tem os mesmos direitos a
existencia”.
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APÊNDICES
Devido às dimensões de alguns arquivos incluídos como apêndices,
os mesmos podem ser encontrados acompanhando este documento sob o
diretório “Apêndices”. Adiante seguem as legendas dos respectivos
documentos.
APÊNDICE A – Sequências eggNOG
Arquivo externo
Quadro contendo os dados sobre as sequências consideradas na
construção da Figura 3, a árvore filogenética da enzima cis-aconitato
descarboxilase (CAD) nos três domínios da vida. Os códigos de acesso e
os nomes científicos de cada espécie foram extraídos diretamente da
página da família de proteínas MmgE/PrpD, ancorada na base de dados
eggNOG e disponível no seguinte endereço: <https://goo.gl/taFnnW>. A
classificação taxonômica de cada espécie foi coletada manualmente a
partir de uma série de bases de dados, listadas a seguir. A escolha da
nomenclatura taxonômica frente aos principais casos de divergência de
opiniões na literatura está justificada na seção 2.4, em Metodologia.
Algaebase (<http://www.algaebase.org/>)
Encyclopedia of Life (<http://www.eol.org>)
FishBase (<https://goo.gl/9ExYUx>)
The International Union for Conservation of Nature (IUCN) list of
threatened species [do inglês, Lista de espécies ameaçadas da IUCN
(<http://iucnredlist.org/>)]
Mycobank (<http://www.mycobank.org/>)
National Center for Biotechnological Information (NCBI)
(<https://goo.gl/6qdEZ4>)
Tree of Life (<http://tolweb.org/tree/>)
UniProt (<http://uniprot.org/>)
APÊNDICE B – Linhas de comando
Linhas de comando chave empregadas na geração das árvores
filogenéticas (Figuras 3 e 6), do diagrama de Venn (Figura 7A) e do
heatmap (Figura 7B).
### Árvores filogenéticas
## Alinhamento das sequências com Clustal Omega (shell)
clustalo --infile ARQUIVO.fasta --threads 4 --MAC-RAM 4000 
--verbose --outfmt clustal --outfile ARQUIVO.clustalo --output-
order tree-order --seqtype protein --distmat-out ARQUIVO.pim 
--percent-id --guidetree-out ARQUIVO.tree --full --force
## Bootstrapping ®
# Carregamento dos pacotes
library(ape)
library(pvclust)
# Criação de um objeto a partir da matriz de distâncias
resultante do alinhamento
OBJETO<-read.table ("ARQUIVO.pim2", header=FALSE, sep=" ")
# Definição do OBJETO como matriz
OBJETO<-as.matrix(cad)
# Atribuição dos elementos contidos na primeira coluna do
OBJETO como nomes das linhas
rownames(OBJETO)<-OBJETO[,1]
# Remoção da primeira coluna
OBJETO<-OBJETO[,-1]
# Atribuição dos nomes das linhas aos nomes das colunas
colnames(OBJETO)<-rownames(OBJETO)
# Alteração do tipo de matriz, de dados para numérica
OBJETO<-(apply(OBJETO[,], 2, as.numeric)) 
# Análise filogenética com o pacote Pvclust
AF.OBJETO<-pvclust(OBJETO)
### Diagrama de Venn (R)
## Carregamento do pacote
library(venn)
# Geração do diagrama
venn(tab01.venn, lty=2, cexil = 0.95, cexsn = 1.1,
col=c("thistle","tan1"), zcolor=c("thistle","tan1"),
opacity=0.4)
### Heatmap
## Carregamento do pacote
library(gplots)
# Criação da paleta de cores
cor=colorRampPalette(c("white", "palegreen3", "palegreen4"))
# Geração do heatmap
heatmap.2(tabela, Rowv=NULL, Colv=NULL, dendrogram=NULL,
col=cor, scale="none", trace="none", key=FALSE, colsep=c(1:29),
rowsep=c(1:29), sepwidth=c(0.01,0.01))
APÊNDICE C – Árvore filogenética da CAD nos três domínios
Arquivo externo
Árvore filogenética original da CAD nos três domínios (relativo à
figura 3). As sequências foram alinhadas com o alinhador Clustal
Omega e os valores de confiabilidade foram gerados com o pacote
Pvclust.
Apêndice D – Tabela de valores estatísticos 1
Árvore filogenética da CAD nos três domínios
Arquivo externo
Tabela contendo os valores de bootstrap (BP) e approximately
unbiased (AU) calculados pelo pacote Pvclust, executado no ambiente R
para a árvore filogenética da CAD nos três domínios da vida (Figura 3).
APÊNDICE E – Análise de sítios ativos
Análise dos parâmetros dos alinhamentos e da presença dos
sítios ativos preditos para a CAD referentes às sequências resultantes da
busca com a BLAST. Todas as sequências dos respectivos filos foram
descarregadas do GenBank a partir de seus códigos de acesso e
alinhadas com o Clustal Omega à proteína humana e/ou intrafilo. O
alinhamento foi exportado para a página da ferramenta online ESPript
(<http://espript.ibcp.fr/ESPript/ESPript/>), a partir da qual foram extraídos
os fragmentos de imagem que seguem.


APÊNDICE F – Árvore filogenética da CAD de metazoários
Arquivo externo
Árvore filogenética original da CAD de metazoários (relativo à
Figura 4) inferida a partir do alinhamento de 72 sequências da CAD,
presentes em 34 espécies de Metazoa. As sequências foram obtidas a
partir das bases de dados eggNOG e Genbank. O alinhamento foi
realizado com o alinhador Clustal Omega e analisado com o pacote
Pvclust.
Apêndice G – Tabela de valores estatísticos 2
Árvore da CAD nos metazoários
Arquivo externo
Tabela contendo os valores de bootstrap (BP) e approximately
unbiased (AU) calculados pelo pacote Pvclust, executado no ambiente R
para a árvore filogenética da CAD nos metazoários (Figura 4).
APÊNDICE H – Árvore filogenética da Ccl nos três domínios
Arquivo externo
Árvore filogenética original da Ccl nos três domínios (relativo à
figura 6). As sequências foram alinhadas com o alinhador Clustal
Omega e os valores de confiabilidade foram gerados com o pacote
Pvclust.
Apêndice I – Tabela de valores estatísticos 3
Árvore da Ccl nos três domínios
Arquivo externo
Tabela contendo os valores de bootstrap (BP) e approximately
unbiased (AU) calculados pelo pacote Pvclust, executado no ambiente R
para a árvore filogenética da Ccl nos três domínios (Figura 6).
